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Beschreibung 



Die Erfindung betrifft Nukleinsauremolekule, die 
Praproproteine codieren, die nach Reifung die biolo- 
gische Aktivitat des Mistellektindimers aufweisen. Vek- 
toren die diese Nukleinsauremolekule enthalten, mit 
diesen Vektoren transformierte Wirte und Polypeptide 
bzw. Polypeptiddimere, die von diesen Nuklein- 
sauremolekulen codiert werden. Die erfindungs- 
gemaBen Polypeptide bzw. Polypeptiddimere sind 
therapeutisch vieiseitig anwendbar. Somit betrifft die 
Erfindung ferner Immuntoxine sowie Arzneimittel, die 
die erfindungsgemaBen Polypeptide bzw. Polypeptid- 
dimere enthalten. SchlieBlich betrifft die Erfindung diag- 
nostische Zusammensetzungen, die die erfindungs- 
gemaBen Nukleinsauremolekule. die erfindungs- 
gemaBen Polypeptide bzw. Polypeptiddimere und/oder 
Primer, die spezifisch an die erfindungsgemaBen Nuk- 
leinsauremolekule hybridisieren, enthalten. 

Mistelextrakte werden seit Jahrhunderten thera- 
peutisch genutzt Seit Anfang dieses Jahrhunderts wer- 
den Mistelpraparate zur Krebstherapie mit 
unterschiedlichem Erfolg angewandt [Bocci, 1993; 
Gabius et al.. 1993; Gabius & Gabius, 1994; Ganguly & 
Das, 1994]. Hajto etal. [1989, 1990] konnte zeigen, daB 
die therapeutischen Effekte insbesondere durch sogen- 
annte Mistellektine (Viscumine, Viscum album Aggluti- 
nine, VAA) vermittelt werden. Es wird neben einer 
cytotoxischen Wirkung heute insbesondere eme 
(unspezrfische) Immun-stimulation diskutiert, deren 
positive Effekte zur begleitenden Therapie und zur 
Nachsorge von Tumor patienten ausgenutzt werden. 
Eine Steigerung der Lebensqualitat bei solchen 
Patienten wird moglicherwetse durch die Ausschuttung 
korpereigener Endorphine vermittelt [Heiny und Beuth, 

1 994]. 

Zahlreiche Untersuchungen in vitro [Hajto et al., 
1990; Mannel et al., 1991; Beuth et al., 1993] und in 
vivo [Hajto, 1986; Hajto et al.. 1989, Beuth et al., 1991; 
Beuth et al., 1992], sowie klinische Studien [Beuth etal., 
1992] belegen die erhdhte Freisetzung von inflammma- 
torischen Cytokinen (TNF-a. IL-1, IL-6) sowie eine 
Aktivierung von zelluiaren Komponenten des Immun- 
systems (T H -Zellen. NK-Zellen). 

Als aktives Prinzip der Mistelextrakte wird heute em 
60kDa Mistellektin-Protein angesehen, das auf bioche- 
mischen Weg aus Extrakten gewonnen werden kann 
[Franz et al., 1977; Gabius et al.. 1992]. Das ML-Protein 
besteht aus zwei kovalent S-S verbruckten Unteremhei- 
ten dessen A-Kette fur eine enzymatische Inaktivierung 
von Ftibosomen [Endo et al., 1988] und dessen B-Kette 
fur die Carbohydratbindung verantwortlich ist. Die biolo- 
gische Aktivitat wird hauptsachlich auf die Lektinaktivi- 
tat der B-Kette zuruckgefiihrt [Hajto et al., 1990]. 

Das Wissen urn Struktur-Wirkungsbeziehungen 
des Mistellektins (ML) ist jedoch bis heute gering. So ist 
der Beitrag der einzelnen Ketten und deren unter- 
schiedliche biochemische und enzymatische Aktivitaten 



zur beobachteten Wirkung bzw. den therapeutischen 
Effekten unklar. Erschwert wird die Analyse der Struk- 
tur-Wirkungsbeziehungen durch Kontamination der 
Praparationen mit anderen Pflanzeninhaltsstoffen der 
5 Mistel [Stein & Berg, 1994]. Es wird eine Abhangigkeit 
der Aktivitat von Extraktpraparaten von unterschiedli- 
chen Zusammensetzungen der Extrakte. wiederum 
abhanging von der Art des Wirtsbaums (z.B. Apfel, Kie- 
fer. Pappel) diskutiert [Hulsen et al.. 1986]. Sowohl fur 
w Viscotoxine [Garcia-Olmedo et al.. 1983; Mendez et al.. 
1990] als auch fur die weiteren Viscumine (z. B. ML-2, 
ML-3) werden ahnliche Wirkungen postuliert [Eifler et 
al.. 1994]- Selbst auf biochemischen Weg (Affinitats- 
chromatographie) hochrein aufgereinigte ML Prapara- 
J5 tionen weisen eine bedeutende Heterogenitat (Fig. 8) 
auf. Diese Heterogenitat bezieht sich auf die bioche- 
misch meBbaren Aktivitaten der Ketten. auf die hervor- 
gerufenen in vitro und in vivo Effekte. wie auch auf die 
Proteinstrukturen selbst. Strukturvarianten werden fur 
2 o Glycosylierungen der ML A- und B-Kette sowie fur 
Sequenzvariationen diskutiert. Gabius et al. [1992] und 
Dietrich et al. [1992] zeigen eine Sequenzvariabilitat der 
A1 und A2-Ketten des ML-1 . 

Urn die therapeutischen Wirkungen des Mistel- 
25 lektins genauer untersuchen zu k6nnen. ist dessen 
Reindarstellung als strukturell homogene Substanz 
wunschenswert. Ferner ist fur die Fachwelt von Inter- 
esse, Mistellektin oder seine Bestandteile in groBen 
Mengen in reiner Form herstellen zu kSnnen. urn es/sie 
30 beispielsweise groBtechnisch als wirksamen Bestand- 
teil von Arzneimitteln einsetzen zu kannen. Diese Ziele 
konnten bisher durch die im Stand der Technik bekann- 
ten Verfahren nicht annahemd realisiert werden. Bei 
Isolierungen aus pflanzlichem Material wird nach dem 
35 derzeitigen Stand der Technik immer ein heterogenes 
Substanzgemisch erhalten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war somit, 
Mistellektin in reiner Form und in Mengen zur Verfugung 
zu stellen. die eine groBtechnische Verwertung erlau- 
40 ben. Die Aufgabe wird durch die in den Anspruchen 
gekennzeichneten Ausfuhrungsformen gelOst. 

Somit betrifft die Erfindung ein Nukleinsauremole- 
kul, das (a) ein Paraprotein codiert. das nach Reifung 
die biologische Funktion des Mistellektindimers auf- 
45 weist und die in Fig. 4c dargestellte Nukleotidsequenz 
aufweist; (b) ein Fragment des Paraproteins gemaB 
(a) codiert, wobei das Fragment naturlicherweise ein 
vorzugsweise biologisch aktiver Bestandteil des Mistel- 
lektindimers ist; (c) sich durch die Degeneration des 
so genetischen Codes vom NuWeinsauremolekul gemaB 

(a) Oder (b) unterscheidet; oder (d) unter stringenten 
Bedingungen mit dem NuWeinsauremolekul gemaB (a). 

(b) oder (c) hybridisiert und ein Polypeptid mit der in (a) 
oder (b) angegebenen biologischen Funktion codiert. 

55 in der Darstellung von Gensequenzen des Mistel- 
lektins konnen erstmals ausgehend von dieser 
Sequenz rekombinante. hochreine Einzelketten (rMLA, 
rMLB) erhalten werden, die in vitro reassoziert werden 
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kdnnen und so ein rML-Holoprotein ergeben, das prote- 
inchemisch, enzymatisch und strukturell homogen ist 
Das reassoziierte rekombinante Protein weist keine 
Variabilitat und Mikroheterogenitat, insbesondere hin- 
sichtlich der Primarstruktur und der posttranslationalen 5 
Modifikationen (Glycosylierungen, Phosphorylierun- 
gen) auf und ist sowohl als Holoprotein, ats Teilkette und 
in Form von Subfragmenten fur therapeutische Zwecke 
besonders geeignet. 

Unter einem "Fragment*' eines Mistellektinpraprote- 10 
ins wird erfindungsgemaB jedes Fragment, also nicht 
nur ein naturlicherweise vorkommendes Fragment ver- 
standen, das ein vorzugsweise biologisch aktiver 
Bestandteil des Mistellektindimers ist. 

Der Begriff "naturlicherweise" in Verbindung mit 15 
"Bestandteil des Mistellektins" bedeutet erfindungsge- 
maG, daG das so gekennzeichnete Fragment entweder 
eine Kette des Mistellektindimers darstellt Oder ein Sub- 
fragment der Kette ist, das naturlicherweise in der Kette 
vorkommt. Diese Fragmerrte sind vorzugsweise biolo- 20 
gisch aktiv. 

Unter "biologisch aktiv" wird erfindungsgemaG ver- 
standen, daG diese Fragmente mindestens eine biologi- 
sche Funktion der Ketten oder des Dimers wie in dieser 
Anmeldung beschrieben oder eine sonstige biologische 25 
Funktion der einzelnen Ketten oder des Dimers aufwei- 
sen. AuGerdem wird unter "biologisch aktiv" auch eine 
pharmakologische Aktivitat verstanden. 

Mit Hilfe rekombinanter ML-Proteine ist zusatzlich 
die Untersuchung der Beitrage der einzelnen Domanen 30 
und Subdomanen experimented erstmals moglich. 
Rekombinante ML-Proteine und rekombinante Unter- 
emneiterv leiiKetten sina aie urunaiage entsprechender 
definierter Monosubstanzpraparate als Ersatz von 
Extraktpraparaten und standardisierten Extrakten. 35 

Die Klonierung des Mistellektin kodierenden Gens 
konnte auf der Basis einer neuen Klonierungsstrategie 
uberraschenderweise bewerkstelligt werden, nachdem 
konventionelle Klanierungsstrategien versagt hatten: 

Vom Mistellektin ML-1 sind eine Reihe von protein- 40 
chemischen Daten bekannt. Es sind dies neben Mole- 
kulargewicht und Untereinheitenstruktur insbesondere 
kurze N-terminale Peptide, deren Aminosauresequen- 
zen unabhangig von Dietrich et al. [1992] und Gabius et 
al. [1 992] [siehe auch DE4221 836] beschrieben worden 45 
sind. Es ist unmdglich, ausgehend von den N-termina- 
len Peptiden der A- bzw. B-Kette aufgrund von deren 
Aminosaurezusammensetzungen und dem damit ver- 
bundenen hohen Degenerationsgrad der ableitbaren 
Nukleinsauresequenzen synthetische Oligonukleotide so 
herzustellen, deren Degenerationsgrad ausreichend 
niedrig ist, um beim Screening von genomischen Gen- 
bibliotheken zur Identifikation von ML-Genfragmenten 
zu kommen. Dies gilt ebenfalls fur cDNA-Genbanken, 
die ausgehend von Viscum album poly-(A+) RNA dar- 55 
gestellt wurden. 

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt die Amplifi- 
kation von DNA-Abschnitten, die zwischen bekannten 



Abschnitten liegen [Erlich et al., 1988]. Mit einem 
"sense"-Oligonukleotid ausgehend von N-Terminus von 
MLA und einem "antisense" Oligonukleotid N-terminal 
von MLB ware eine Amplication des dazwischenlie- 
genden Genabschnitts unter der Vorraussetzung der 
Intronfreiheit des ML-Gens denkbar (Fig. 1a). In der 
Praxis zeigt eine Analyse der N-terminalen Sequenz 
der B-Kette, daG der Degenerationsgrad der denkbaren 
Kombinationen von Oligonukleotiden fur eine erfolgrei- 
che Durchfuhrung dieses Ansatzes jedoch viel zu hoch 
ist. Dies begriindet sich insbesondere aus der fur eine 
OligonuWeotidkonstruktion ungunstigen Sequenz des 
B-Ketten N-Terminus, wodurch eine Amplifikation von 
ML-Gensequenzen ausgehend von den bekannten 
Aminosauresequenzbereichen nicht praktikabel ist (Fig. 
1b). 

Zur Klonierung des ML-Gens mit Hilfe einer veran- 
derten PCR-Strategie wurde daher versucht, zur Kon- 
struktion von Amplifikationsoligonukleotiden weitere 
Proteindaten, insbesondere auf der Basis von Verwand- 
schaftsbeziehungen des Mistellektins zur Klasse der 
Typ I und Typ II Ribosomen-inaktivierender Proteine 
(RIPs) [Stirpe et al., 1992] einflieBen zu lassen. Basie- 
rend auf multiplen Alignments von (a) Typ I RlP-Protei- 
nen und Ricin -A- Ketten sowie (b) den B-Ketten von 
Abrin und Ricin wurden an insgesamt 8 Sequenzberei- 
chen konservierte Regionen identrfiziert. Ausgehend 
von diesen Sequenzregionen und unter Einbeziehung 
von Codonnutzungstafeln verwandter Spezies wurden 
insgesamt 21 Oligonukleotide konstruiert und in ver- 
schiedenen Kombinationen zu mehr als 200 Amplifikati- 
onsexperimenten eingesetzt. In keinem Fall konnten 
jedoch spezifische Amplifikationsprodukte erhalten wer- 
den, obwohl die PCR-Bedingungen, was Annealing- 
Temperatur, Mg 2+ -Gehalt sowie Zyklusparameter 
betrifft, in weiten Grenzen variiert wurde. 

Sowohl Screening von genomischen und cDNA- 
Banken als auch die Anwendung von PCR-Techniken 
erlaubten es somit nicht, aufgrund der angefuhrten 
Uberlegungen zu spezifischen ML-DNA-Sequenzen zu 
gelangen. 

Es wurde daher nach neuen Wegen gesucht, wei- 
tere strukturelle Eigenschaften der Ricin- und Abrin- 
Struktur in die Konstruktion der Amplifikations-oligonu- 
Weotide einflieGen zu lassen. 

Da der enzymatische Mechanismus von Riboso- 
men inaktivierenden Proteinen (RIPs), hier insbesond- 
ere dem Typll-RIP Ricin, dem des ML gleicht [Endo et 
al., 1988a +1988b], war nicht auszuschlieBen, daB 
auch strukturelle Obereinstimmungen auf der Ebene 
der funktionellen Primar- und Tertiarstrukturbereiche 
vorhanden sind. Ausgehend von der Kristalistruktur von 
Ricin [Katzin et al., 1991; Rutenber & Robertus, 1991; 
Weston etaL, 1994] ergab eine Analyse der Kettenflexi- 
bilitaten in der Ricin-A Kette einen Hinweis auf die 
geringe Mobilitat des Argl80, das innerhalb eines kon- 
servierten Sequenzbereiches liegt. Weiterhin wurde 
eine Analyse der aufgrund der sterischen Anordnung 
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des Kettenruckgrats gegebenen mbglichen Aminosau- 
resubstitutionen in diesem Bereich des aktiven Zen- 
trums unter Berucksichtigung der Substrat- 
wechseiwirkungen durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser 
Uberlegungen wurden nun mit einer Auswertung von 
umfassenden Sequenzalignments der Ricin-A-Kette 
und weiteren Typl RIPs in Bezug gebracht 

Mit der Erweiterung der Ergebnisse der Sequenz- 
vergieiche durch die Einbeziehung struktureller Daten 
ergaben sich so Wahrscheinlichkeitsdaten fur das Auf- 
treten bestimmter Aminosaurereste an bestimmten 
Positionea Dadurch wurde es mdglich, eine Reihe von 
theoretischen ML-Aminosauresequenzen fur diesen 
Bereich zu postulieren und anhand dieser ein entspre- 
chendes auBergewohnlich gering degeneriertes Oligo* 
nukleotide (RMLA2) zu konstruieren (Fig. 1c). 

Es konnten nun mit der Kombination RMLA1 (ein 
degeneriertes QtigonuWeotid, das aus der N-terminalen 
AminosSuresequenz der MLA-Kette abgeleitet wurde; 
vgl. Fig. 1c) und dem durch obige Uberlegungen kon- 
struierten "active-site" Oligonukleotid RMLA2 bei defi- 
nierten PCR-Parametern ausgehend von komplexer 
genomischer ML-DNA Fragmente erhalten werden, 
nachdem alle diesbezuglichen alternativen Ansatze wie 
oben beschrieben ohne Ergebnis blieben. 

Die Vervollstandigung der Sequenzinformation des 
Gens wurde nun uber spezifische nichtdegenerierteOli- 
gonukleotidprimer, abgeleitet aus der mit Klonierung 
und Sequenzierung des Fragments a (Fig. 3) vorhande- 
nen Genteilsequenz des MLA, und degenerierten Oli- 
gonukleotiden. abgeleitet aus RIP I und Ricin/Abrin 
Sequenzalignments, mit Htlfe von weiteren PCR-Ampli- 
fikationen durchgefuhrt- Zur Konstruktion der degene- 
rierten B-Ketten-Oligonukleotide wurden Sequenz- 
alignments der B-Ketten der Ricine und Abrine heran- 
gezogen, wo ebenfalls einige Bereiche hoher Konser- 
vierung gefunden wurden. 

Zur Darstellung der 5'- und 3'-Enden des Holopro- 
teins, B-Ketten-Teilfragmente sowie der 5'- und 3'- nicht- 
translatierten Abschnitte wurde ausgehend von 
isolierter Mistel-RNA analoge cDNA durch reverse 
Transkription synthetisiert und mit Hilfeder RACE-Tech- 
nik [Frohman et al.. 1988] die entsprechenden Genab- 
schnitte dargestellt. Nachdem eine Vielzahl sich jeweils 
uberlappender Genfragmente vorhanden war (Fig. 3), 
wurden anschlieBend vollstandige A-Ketten- und B-Ket- 
ten-Genabschnitte, jeweils ausgehend von komplexer 
genomischer Mistel-DNA wiederum durch spezifische 
PCR dargestellt. Die Gensequenzen von rMLA und 
rMLB, versehen mit terminalen Modifikationen, sind in 
Fig. 4a und Fig. 4b dargestellt. Die auch 5'- und 3'- 
nichttranslatierte Bereiche sowie Endopeptid- und 
Signalpeptid-codierende Genabschnitte umfassende 
vollstandige ML-Gensequenz ist in Fig. 4c dargestellt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen NuWeinsauremolekuls ist das 
Fragment die A-Kette des Mistellektins, die durch die in 
Fig. 4a (MLA) dargestellte Nukleotidsequenz kodiert 



wird. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
des erfindungsgemaBen NuWeinsauremolekuls ist das 
Fragment die B-Kette des Mistellektins, die durch die in 
s Fig. 4b (MLB) dargestellte Nukleotidsequenz kodiert 
wird. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der 
Erfindung betrifft ein Nukleinsauremolekul, das ein 

DNA-Molekul ist. 

10 ErfindungsgemaB wird unter "DNA-Molekul" 
sowohl ein genomisches, wie auch ein cDNA-Molekiil 
Oder ein (semi)synthetisches DNA-Molekul verstanden. 
Verfahren zur Herstellung dieser verschiedenen DNA- 
Molekul e sind dem Fachmann in Kenntnis der 

75 erfindungsgemaBen Lehre bekannt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung ist das Nukleinsauremolekul ein RNA-Mole- 
kul. 

Die Erfindung betrifft ferner einen Vektor, der min- 
20 destens ein erfindungsgemaBes Nukleinsauremolekul 
enthalt. 

Der erfindungsgemaBe Vektor kann beispielsweise 
ein einziges erfindungsgemaBes Nukleinsauremolekul 
enthalten, das das gesamte Mistellektin-Praproprotein 

25 kodiert. Sofern dieser Vektor ein Expressionsvektor ist, 
kann das Praproprotein in einem geeigneten transfor- 
mierten Wirt prozessiert werden und die monomeren 
Einheiten zum Mistellektindimer in vivo Oder in vitro 
zusammengefugt werden. In einer anderen Ausfuh- 

30 rungsform ist der erfindungsgemaBe Vektor ein Vektor, 
der lediglich zur Propagation der erfindungsgemaBen 
NuWeinsaure eingesetzt wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der 
erfindungsgemaBe Vektor sowohl ein NuWeinsauremo- 

35 lekul, das die A-Kette des Mistellektins oder ein Frag- 
ment davon kodiert, als auch ein Nukleinsauremolekul, 
das die B-Kette oder ein Fragment davon kodiert. Vor- 
zugsweise sind die Fragmente der Monomere biolo- 
gisch aktiv. 

40 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist 
der erfindungsgemaBe Vektor ein Expressionsvektor. 
Dem Fachmann ist War, wie er geeignete Expressions- 
vektoren fur verschiedene Wirtsorganismen bereitstellt. 
ErfindungsgemaB wurde zur heterologen Expres- 

45 sion eine fur die Mistellektin A-Kette codierende 
Sequenz durch spezifische PCR ausgehend von kom- 
plexer genomischer Mistel-DNA dargestellt. Uber nicht- 
komplementare Bereiche der eingesetzten Primer-Oli- 
gonukleotide wurden hierbei Transiations-Kontroliele- 

so mente sowie Erkennungssequenzen von Restriktions- 
endonukleasen angefugt. wodurch ausgehend von dem 
genomisch vorliegenden Prapromistellektin-Gen die 
Klonierung und getrennte Expression der Mistellektin A- 
Kette ermOglicht wurde. 

55 Der S'-Bereich der fur rMLA codierenden Sequenz 
entsprechend der Aminosaurereste Tyrosin 1 - Tyrosin 17 
[Dietrich et al., 1992; Gabius et al., 1992] wurde unter 
Vorschaltung eines Translations-Startcodons als syn- 
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thetisches Genfragment durch Hybridisierung und Klo- 
nierung zweier Oligonukleotide dargestetlt. Hierdurch 
wurde eine Optirnierung der Gensequenz hinsichtlich 
der Codon-Auswahl, wie sie fur stark exprimierte Gene 
in Escherichia coli beschrieben ist [Gribskov et al., 
1984], erzielt. Am 3'-Ende des synthetischen rMLA- 
Genfragments sowie am S'-Ende des mittels PCR dar- 
gestellten rMLA-Genfragments wurde durch den geziel- 
ten Austausch des Tyrosin 17 -Codons von TAC zu TAT 
eine Ssp I - Restriktionsschnittstelle eingefuhrt, die eine 
Fusion der beiden rMLA-Genfragmente unter Darstel- 
lung des Vektors pML14-17 (Fig. 5) ermOglichte. Die fur 
rMLA codierende Sequenz wurde durch DNA-Sequen- 
zierung bestatigt (Fig. 4a). Zur Expression von rMLA in 
Escherichia coli wurde die Gensequenz aus dem Vek- 
tor pML1 4-1 7 isoliert und durch Insertion in den Expres- 
sionsvektor pT7-7 [Studier & Moffart. 1986] unter die 
Kontrolle des T7-RNA Polymerase Promotors sowie 
eines Transkriptionsterminators gestellt. Mit dem resul- 
tierenden Expressionsvektor pT7-MLA (Fig. 5) wurde 
der E. coli Expressionsstamm BL21 transformiert. Die 
Induktion der Genexpression ist durch das Auftreten 
einer Proteinbande entsprechend der nichtglykosylier- 
ten, rekombinanten Mistellektin A-Kette gekenn- 
zeichnet, die eine relative Molekulmasse von 25 kDa 
besitzt Nachweis und Identifizierung des rekombinan- 
ten Expressionsproduktes erfolgte durch Western-Blot 
Analyse unter Verwendung eines spezifischen anti- 
MLA-Antikorpers (Fig. 7). 

Zur heterologen Expression der Mistellektin B- 
Kette wurde die vollstandige, MLB codierende Sequenz 
du r ch spb i z iii sche PGR au s komp lox@fr-§ e n o mi s €be£- 
Viscum album DNA amplifiziert, wobei uber nicht-kom- 
plementare Bereiche der eingesetzten Primer-Oligonu- 
kleotide Translationskontrollelemente sowie Erken- 
nungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen einge- 
fuhrt wurden (Fig. 6). Das resultierende 0,8 kbp PCR- 
Produkt wurde nach Klonierung im TA-Klonierungsvek- 
tor pCRII durch Insertion in den Expressionsvektor pT7- 
7 unter die Kontrolle von Transkriptionskontrollelemen- 
ten gestellt und mit dem resultierenden Expressions- 
vektor pT7-MLB der Expressionsstamm E. coli BL21 

transformiert. 

Die Integritat der rMLB-codierenden Sequenz 
wurde durch DNA-Sequenzierung bestatigt (Fig. 4b). 
Der Nachweis der Expression erfolgte durch Western- 
Blot Analyse unter Verwendung eines spezifischen anti- 
MLB-Antikorpers (TB33), wobei 2h nach Induktion der 
Genexpression ein immunreaktives Protein mit einer 
relativen Molekulmasse von 31 kDa entsprechend der 
nicht-glykosylierten, rekombinanten Mistellektin B-Kette 
auftritt (Fig. 7b). Eine Analyse der Zellfraktionen nach 
GesamtzellaufschluBder E. coli Zellen zeigte eine Auf- 
teilung der synthetisierten rMLB-Kette in einen loslichen 
Anteil im Uberstand sowie einen unloslichen "inclusion 
bodies"-Anteil im Sediment des E. coli ZellaufschluBes, 
wobei 4 h nach Induktion der Idsliche bzw. unlosliche 
Anteil jeweils 50 % der Gesamtausbeute betrug (Fig. 



7b). 

Ferner betrifft die Erfindung einen Wirt, der mit min- 
destens einem erfindungsgemaBen Vektor transfor- 
miert ist. 

5 Je nach Zielsetzung des Fachmannes kann mit 
dem erfindungsgemaBen Wirt lediglich eines der bei- 
den Monomere oder die Kombination beider Mono- 
mere, vorzugsweise als assoziiertes Dimer hergestellt 
werden. Der erfindungsgemaBe Wirt kann eine euka- 

w ryontische oder prokaryontische Zelle, eine transgene 
Pflanze oder ein transgenes Tier sein. 

Vorzugsweise ist der erfindungsgemaBe Wirt eine 
Saugerzelle, eine Pflanzenzeile, ein Bakterium, eine 
Pilzzelle, eine Hefezelle, eine Insektenzelle oder eine 

is transgene Pflanze. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
ist der erfindungsgemaBe Wirt das Bakterium E.coli, 
eine Aspergilius-Zelle oder eine Spodoptera-Zelle, vor- 
zugsweise eine Spodoptera frugiperda-Zelle. 

20 Die Erfindung betrifft ferner ein Polypeptid, das von 
dem erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekul oder 
dem erfindungsgemaBen Vektor kodiert wird und/oder 
vom erfindungsgemaBen Wirt produziert wird. 

Das erfindungsgemaBe Polypeptid weist vorzugs- 

25 weise die biologische Aktivitat der A*Kette oder der B- 
Kette des Mistellektins auf. In anderen Ausfuhrungsfor- 
men kann das erfindungsgemaBe Polypeptid jedoch 
auch nur einen Teil der biologischen Aktivitat oder gar 
keine biologische Aktivitat mehr aufweisen. Unter "Teil 

30 der biologischen Aktivitat" wird erfindungsgemaB ent- 
weder eine verminderte Aktivitat und/oder eine Anzahl 

von ftwwatpn aus dem biologischen Aktivitatsspek- 

trum verstanden. Das erfindungsgemaBe Polypeptid 
kann auch ein Fragment der A- oder B-Kette sein, das 

35 eine der vorgenannten Eigenschaften aufweist. 

Untersuchung der Eigenschaften von rMLA und 
rMLB 

40 (I) Relative Molekulmassen und Struktur 

Die relativen Molekulmassen wurden durch SDS- 
Polyacrylamidgel-Elektrophorese unter reduzierenden 
Bedingungen und der anschlieBenden Proteinfarbung 

45 mittels Silber bzw. Coomassie-Brilliant-Blue bzw. durch 
immunologische Farbung im Rahmen einer Western- 
Blot Analyse bestimmt. . 

Uberraschenderweise wurde hierbei gefunden, daB 
die rekombinante, nicht-glykosyiierte Mistellektin A- 

50 Kette eine relative Molekulmasse von 25 kDa zeigt und 
sich damit signif ikant von den naturlichen Mistellektin A- 
Ketten A, mit 31 kDa bzw. A 2 mit 29 kDa unterscheidet. 
Dieser Unterschied im relativen Molekulargewicht ist 
vor all em deshalb uberraschend, weil im Stand der 

55 Technik davon ausgegangen wurde, daB die A-Kette 
nicht glykolisiert ist. Die rekombinante Mistellektin B- 
Kette weist eine relative Molekulmasse von 31 kDa auf 
und ist damit wesentlich leichter als die glykosylierte, 
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naturliche Mistellektin B-Kette mit 36 kDa. (Fig. 7). 

Die bei naturlichen ML-Proteinen auftretende Hete- 
rogenitat aufgrund Glykosylierung und/oder Sequenz- 
variationen, die sich im SDS-Gel als breite Bande zeigt, 
tritt im Falle der rekombinanten Spezies in keinem Fall 
auf. 

Die relativen Molekulmassen des reassoziierten 
rMLA /rMLB Holoproteins addieren sich zu 56 kDa im 
Vergleich zu dem schwereren naturlichen ML (nML) mit 
65 - 67 kDa. 

(II) Isoslektrische Homogenitat 

rMLA erweist sich als isoelektrisch homogenes 
Protein mit einen isoelektrischen Punkt von 6,8 im 
Gegensatz zu hochreinen naturlichen Mistellektin A- 
Ketten, die sich auf 4 Species mit isoelektrischen Punk- 
ten von 5,2; 5,4; 5,7 und 6,2 aufteilen. (Fig. 8). 

rMLB erweist sich als isoelektrisch homogenes 
Protein mit einen isoelektrischen Punkt von 5,1 im 
Gegensatz zu naturlicher Mistellektin B-Kette, die sich 
auf mindestens 2 Species mit isoelektrischen Punkten 
von 7,1 und 7,3 aufteilt (Fig. 8). 

Es ergeben sich damit fur das naturliche ML-Holo- 
protein eine Vielzahl von Molekulvarianten und -kombi- 
nationen (Fig. 8 unten), wahrend sich fur rMLA.B 
Proteine eine einheitliche Mobilitat in der IEF Chromato- 
focussierung ergtbt, was die Homogenitat des rML 
gegenuber der Mikroheterogenitat der naturlichen Pro- 
teinspezies dokumentiert. 

(III) Enzymatische Aktivitat von rMLA 

Durch Etnsatz immunaffinitatsgereinigter rMLA 
Praparationen in einem gekoppelten Transkriptions- 
/Translationsassay wurde translationsinhibierende Akti- 
vitat fur rMLA (isoliert aus dem loslichem Expressions- 
produktanteil) und rMLA (isoliert aus unloslichem 
"inclusion-bodies"-Anteil) nachgewiesen. 

rMLA zeigt im Vergleich zu naturlicher Mistellektin 
A-Kette eine unterschiedliche Hemmcharakteristik in 
Bezug auf die Dosisabhangigkeit der Translationsinhibi- 
tion sowie in Bezug auf die nicht-inhibierbare Translati- 
ons- Restaktivitat im verwendeten Retikulozyten-Lysat. 
(Fig. 9). Die enzymatische Eigenschaft, die die Grund- 
lage fur die toxische Wirkung ML-Holoproteinen dar- 
stellt, ist in rekombinanten Spezies signifikant reduziert. 

(IV) Carbohydrat-bindende Aktivitat von rMLB 

rMLB-Ketten, sowohl aus der I6slichen wie auch 
aus der renaturierten/reoxidierten loslichen Expressi- 
onsfraktion sowie reassoziierte rMLA/rMLB, rM LA/MLB 
und MLA/rMLB Holoproteine konnen an eine Lactosyl- 
sepharosesaule (Saulenpuffer 20 mM Phosphat- Puffer, 
50 mM NaCI, 1 mM EDTA, pH 7,2) gebunden und spe- 
zifisch mit Lactose (0,3 M Lactose in Saulenpuffer) 
eluiert werden. Die Carbohydratbindeaktivitat der 
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rekombinanten Proteine kann so zur Affinitatsreinigung 
herangezogen werden, 

Eine Quantifizierung der Carbohydratbindung 
durch rekombinante rMLB-Proteine kann durch Mes- 

5 sung im ELLA-System unter kompetitiven Bedingungen 
mit Galactose oder Lactose erfolgen. Der kompetitive 
ELLA- Test zeigt Unterschiede in der Bindecharakteri- 
stik, ausgedruckt durch die systemspezifischen IC 50 - 
Werte fur die haibmaximale Verdrangung der Proteine 

w vom immobilisierten Asialofetuin als Ligand durch 
Galactose (IC50 nML: 1,65 mM, IC50 rMLB: 1,3 mM) 
(Fig. 10). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist das 
erfindunsgemaBe Polypeptid mindestens eine chemi- 

15 sche oder enzymatische Modifizierung auf. 

Diese Modifizierung kann die gegebenenfalls vor- 
handene biologische Aktivitat des Polypeptids veran- 
dern, erniedrigen oder erhohen. Eine derartige 
Modifizierung kann z.B. nach der Translation und Isolie- 

20 rung des Polypeptids erfolgen. Andererseits konnen 
derartige Modifizierungen bei der chemischen Oder 
semisynthetischen Herstellung des erfindungs- 
gemaBen Polypeptids eingefugt werden. Diese Modifi- 
kationen konnen vom Fachmann nach an sich 

25 bekannten Verfahren eingefugt werden, urn die phar- 
makologische Aktivitat des Mistellektins zu verandern, 
vorzugsweise zu verbessern. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist 
das erfindungsgemaBe Polypeptid ein Fusionsprotein. 

30 Das Fusionsprotein weist vorzugsweise die vorstehend 
definierte biologische Aktivitat auf. 

Auch diese Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaBen Polypeptids ist vorzugsweise darauf ausge- 
richtet, die pharmakologischen Eigenschaften der 

35 Mistellektin-Polypeptide fur weitere Targets auf zelluia- 
rer Ebene zu verandern und vorzugsweise zu verbes- 
sern. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Polypeptiddimer mit 
den biologischen Aktivitaten des Mistellektins, wobei 

40 die beiden Monomere von den erfindungsgemaBen 
NuWeinsauremolekulen codiert werden. 

Unter "biologische Aktivitat des Mistellektins" wird 
jede biologische Aktivitat aus dem Spektrum der 
gesamten biologischen Aktivitaten des Mistellektins 

45 verstanden. Eine derartige Funktion ist z.B. die pharma- 
kologische Wirkung des Mistellektins. 

In zahlreichen humanen. und murinen Tumorzelli- 
nien induzierte pflanzliches Mistellektin- 1 den Zelltod 
durch apoptotische Mechanismen (Janssen, 1993). 

50 Mistellektin-1 bzw. die B-Kette alleine induzierten die 
Freisetzung von Cytokinen aus peripheren mononukle- 
aren Zellen gesunder, humaner Blutspender (Hajto, 
1990). Aus neutrophilen Granulocyten von Krebspatien- 
ten induzierte Mistellektin-1 die Sekretion von Super- 

55 oxidanionen (Timoshenko, 1993). Mistellektin-1 
induzierte die Expression der a-Kette des lnterleukin-2- 
Rezeptors (CD25) bzw. des H LA- DQ- Antigens auf peri- 
pheren Lymphozyten gesunder, humaner Blutspender 
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(Beuth, 1992). Nach Appiikation von Mistellektin-1 in 
Mause wurde eine Zunahme der Thymuszellzahl, der 
Anzahl der zytotoxischen T-Lymphozyten (Lyt-2+) und 
der Helfer-T-Zellen (L3T4+) im Thymus und die Zahl der 
Peritonealmakrophagen, auch speziell derjenigen, die 
den Aktivierungsmarker MAC-3 trugen, gemessen 
(Beuth, 1994). Auch das Verhaitnis L3T4+/Lyt2+ im 
Thymus der Versuchstiere wurde erhoht. Im peripheren 
Blut der Mause wurde die Dichte der Leukozyten, Lym- 
phozyten, Monozyten im aligemeinen und speziell der 
Lymphozyten, die den lnterleukin-2-Rezeptor ais Akti- 
vierungsmarker auf der Zelloberflache exprimieren, 
sowie der Monozyten, die den Aktivierungsmarker 
MAC-3 exprimierten, nach Behandlung mit Mistellektin- 
1 gesteigert (Beuth, 1994). Im Blut von Krebspatienten 
erhohte Misteilektin-1 die Dichte der T-Lymphozyten 
(CD4+, CD8+), der naturlichen Killerzellen und der B- 
Lymphozyten (Beuth, 1992). Ferner wurde eine Erhd- 
hung des endogenen Opiatmediators p-Endorphin im 
Blutplasma von Mammakarzinompatientinnen nach 
Appiikation von Mistellektin-1 nachgewiesen (Heiny, 
1994). Zudem wurde nachgewiesen, daB Mistellektin-1 
die zytotoxische Wirkung von peripheren, naturlichen 
Killerzellen gegenuber K-562-Tumorzellen und die 
Dichte von groBen, granularen Lymphozyten (LGL) im 
peripheren Blut erhoht (Hajto, 1989). Eine antimetasta- 
tische Aktivitat von Mistellektin-1 auf Sarkom-Zellen in 
Mausen wurde belegt (Beuth, 1991). 

Vorzugsweise weist das erfindungsgemaBe Poly- 
peptiddimer dasselbe Spektrum an biologischen Aktivi- 
taten wie das naturliche Mistellektindimer auf. 

Zur DsrsteM'. in g " nn rML - Holoprotein aus den 



erfindungsgemaBes Fusionsprotein auf. 

Durch Modifikationen konnen zum einen die Wir- 
kungsstarken optimiert werden, als auch durch Aus- 
schaltung einzelner Wirkqualitaten (z.B. Kohlenhydrat- 

5 bindungsstellen der B-Kette oder Glycosidaseaktivitat 
der A-Kette) die therapeutischen Einsatzmoglichkeiten 
erweitert werden, indem eventuelle Nebenwirkungen 
ausgeschaltet werden. Polypeptide mit veranderten 
Eigenschaften konnen auch als Werkzeuge zur Aufkia- 

10 rung der Wirkmechanismen dienen. Fur die Therapie 
wird es wahrscheinlich notwendig werden, die Antigeni- 
tat und die Immunogenitat der Polypeptide zu vermin- 
dern und/oder ihre pharmakokinetischen Eigenschaften 
zu optimieren. 

is Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur 
Herstellung des erfindungsgemaBen Polypeptids oder 
Polypeptiddimers, wobei man den erfindungsgemaBen 
Wirt unter geeigneten Bedingungen zuchtet und das so 
erhaltene Polpeptid oder Polypeptiddimer isoliert. 

20 Dem Fachmann sind geeignete Bedingungen zur 
Zuchtung und Isolierung des Wirtes bekannt. So kann 
beispielsweise das erfindungsgemaBe Polypeptid oder 
Polypeptiddimer mittels eines geeigneten Expressions- 
systems aus dem Wirt ausgeschleust und im Medium 

25 gesammelt werden. Andererseits k6nnen die Polypep- 
tide oder Polypeptiddimere in der Zelle verbleiben und 
aus dieser isoliert werden. Nachfolgend wird eine wei- 
tere bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens vorgestellt: 

30 Zur Isolierung von rMLA erfolgte ein Gesamtzellauf- 
schluB der E. coli Zellen und eine Trennung loslicher 
von unloslichen Zellbestandteilen durch Zentrifugation. 



getrennt rekombinant synthetisierten Einzelketten 
wurde rMLB mit einem molaren OberschuB rMLA in 
Anwesenheit eines Glutathion Redox-Systems und Pro- 
tein-Disulfid-lsomerase in vitro reassoziiert. Das dem 
Heterodimer entsprechende rML- Holoprotein wurde 
unter Abtrennung freier rMLA und rMLA-Dimere durch 
Affinitatschromatographie an Lactosy I -Agarose aus 
dem Reassoziationsansatz isoliert und gereinigt Mit 
analogen Vorgehen sind rMLA/MLB und MLA/rMLB 
heterodimere Holoproteine darstellbar. 

Die Wirkung reassoziierter rMLA/MLB Holoproteine 
wurde durch Verfolgung der cytotoxischen Aktivitat auf 
eine humane Monocytenleukamiezellinie (MOLT4) 
getestet. Sowohl B-Kette (Oberflachenbindung) als 
auch A-Kette (enzymatische Ribosomeninaktivierung) 
leisten Beitrage zum beobachteten cytotoxischen 
Effekt. Ein in vitro reassoziiertes rMLA/MLB Holoprotein 
wurde mit zwei Chargen naturlichem ML- Holoprotein 
verglichen und zeigt vergleichbar hohe cytotoxische 
Eigenschaften mit IC 50 -Werten urn 10pg/ml (Fig. 11), 
was die funktionelle Integritat des Reassoziats doku- 
mentiert 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist das 
erfindungsgemaBe Polypeptiddimer als mindestens 
eines der Monomere ein chemisch oder enzymatisch 
modifiziertes erfindungsgemaBes Polypeptid oder ein 



Eine Analyse der Zellfraktionen zeigte, daB die rekombi- 
nante Mistellektin A-Kette in Abhangigkeit von den 
35 Expressionsbedingungen und der Expressionsdauer zu 
5 - 50 % in loslicher Form bzw. zu 50 - 95 % in Form 
unloslicher Proteinaggregate ("inclusion bodies") akku- 
muliert 

Das Auftreten von loslichen und unldslichen Protei- 

40 nen ergibt, wenn eine Ruckfaltung bzw. Renaturierung 
der rMLA-Proteine mOglich ist, mindestens zwei Verfah- 
ren zur Isolierung von rMLA. Das zu "inclusion bodies" 
aggregierte rMLA wurde nach Waschen der Sedimente 
zur Entfernung von E. coli Proteinen [Babbitt et al., 

45 1990] unter denaturierenden Bedingungen gelOst und 
durch 90-facheverdunnung in Faltungspuffer (50 mM 
Tris-HCI, 2 mM DTT, 1 mM EDTA, pH 8,0) ruckgefaltet. 

Es ergaben sich nach dieser Prozedur einerseits 
losliche, gefaltete Proteinspezies, die wie in Fig. 9 dar- 

50 gestellt, ebenso wie die renaturierten, ursprunglich 
unloslichen, denaturierten rMLA Spezies voll enzyma- 
tisch aktiv sind. Eine Isolierung der renaturierten rMLA 
kann wie auch die Isolierung der Idslichen rMLA durch 
Immunaff initatschromatographie unter Verwendung des 

55 spezif ischen anti-MLA-Antik6rpers TA5 erfolgen. 

Mit dem Vorliegen von rMLB in loslicher Form als 
auch in Form unldslicher Inclusion bodies" ergeben 
sich zwei Verfahren zur Isolierung von rekombinanter 
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Mistellektin B-Kette. 

Zur Isolierung der Idslichen rMLB-Kette aus dem 
stark reduktiven Milieu des E. coli Cytoplasmas erfolgt 
zur Ausbildung der intrachenaren Disuldibrucken eine 
tnkubation in Anwesenheit eines Redox-Systems aus 5 
reduziertem und oxidiertem Glutathion sowie zur Stabi- 
lisierung aktiver Faltungsprodukte in Anwesenheit des 
Liganden p-Lactose. Aus dem Faltungsansatz wurde 
aktive, Carbohydrat-bindende rMLB-Kette durch Affini- 
tatschromatographie an Lactosyl-Agarose in einem 1- 10 
Schritt-Verfahren selektiv isoliert bzw. gereinigt. 

Zur Isolierung von rMLB aus dem unlGslichen, als 
"inclusion bodies" vorliegenden Expressionsproduktan- 
teils wurde das Sediment des E. coli Gesamtzellauf- 
schluRes zur Entfernung von E. coli Proteinen is 
gewaschen [Babitt et al., 1990] und unter denaturieren- 
den und reduzierenden Bedingungen geldst. Die Rena- 
turierung erfolgte durch Verdunnung in Anwesenheit 
eines Redox-Systems aus reduziertem und oxidiertem 
Glutathion sowie des Liganden p-Lactose, wobei aktive 20 
Carbohydrat-bindende rMLB-Kette durch Affinitatschro- 
matographie an Lactosyl-Agarose selektiv aus dem 
Renaturierungsansatz isoliert und gereinigt werden. 

Die Erfindung betrifft auRerdem ein Arzneimittel, 
das das erfindungsgemaRe Polypeptid und/oder das 25 
erfindungsgemaRe Polypeptiddimer und/oder das nach- 
stehend beschriebene erfindungsgemaRe Immuntoxin, 
gegebenenfalls zusammen mit einem pharmazeutisch 
vertraglichen Trager enthait. 

Die erfindungsgemaRen Polypeptide, ihre Asso- 30 
ziate Oder Modifikationen eignen sich fur vielfaltige 
Anwendungen in der Krebs- und Infektionstherapie, ent- 
sprechend den fur das naturliche Mistellektin bekann- 
ten pharmakologischen Eigenschaften. 
Die immunstimuiierenden Wirkungen lassen sich fur die 35 
Tumortherapie nutzen, indem durch direkte und/oder 
tndirekte Stimulation die korpereigene Immunabwehr 
befahigt wird, den Tumor und eventuelle Metastasen 
wirksamer zu bekampfen. Dasselbe gilt auch fur Infek- 
tionen, insbesondere virale Erkrankungen. *o 
Die erfindungsgemaRen Polypeptide konnen auch mit 
anderen Immunstimulantien, z.B. Interferonen, Cytoki- 
nen oder koloniestimulierenden Faktoren, in Kombina- 
tion gegeben werden, urn synergistische Wirkungen zu 
erzielen bzw. die notwendige Dosis der Kombinations- 45 
partner zu reduzieren und damit deren Nebenwirkun- 
gen zu vermindern. 

In Kombination mit Cytostatika oder Bestrahlung laRt 
sich die Nebenwirkung der Leukopenie/Myelosuppres- 
sion mildern oder vermindern, so daR die durch diese so 
derzeit ublichen Behandlungsmethoden hervorgeru- 
fene Schwachung des Immunsystems reduziert wird. 
Die direkte cytotoxische Wirkung der Polypeptide mit 
Glycosidaseaktivitat fuhrt zu Apoptose von Tumorzellen 
und kann ebenfails zur Therapie genutzt werden. Die- 
ses Prinzip kann bei der Verwendung von Immuntoxi- 
nen spezifischer gestaltet werden, wenn man die 
erfindungsgemaRen Polypeptide an geeignete AntikOr- 



per koppelt. Somit betrifft die Erfindung ferner Immunto- 
xine, die mindestens ein erfindungsgemaRes 
Polypeptid oder Polypeptiddimer umfassen. Beispiels- 
weise kann eine Koppelung von aktiver A-Kette oder 
Holoprotein an Antikorper oder Fragmente hiervon mit 
proteinchemischen Methoden erfolgen. Solche Koppe- 
lungsverfahren sind dem Fachmann bekannt, die ent- 
sprechenden Konjugate vielseitig einsetzbar (Vitetta, 
1993). Alternativ kdnnen auch entsprechend konstru- 
ierte Fusionsproteinkonstrukte zur Expression gebracht 
werden, die Antigen-bindende Domanen aus z.B. Anti- 
korpern und zusatzlich cytotoxische Fragmente des 
erfindungsgemaRen Polypeptids enthalten. 

Weiterhin laRt sich die Bildung von Metastasen ver- 
hindern, wenn die Bindung von Tumorzellen an andere 
Zellen inhibiert wird. Uber kompetitive Lektinbindung 
kann mit dem erfindungsgemaRen Polypeptiden diese 
Bindung verhindert werden. 

SchlieRlich betrifft die Erfindung diagnostische 
Zusammensetzungen, die mindestens enthalten: 

a) das erfindungsgemaRe Nukleinsauremolekul; 

b) einen Primer und/oder ein Primerpaar, der/das 
spezif isch an das erfindungsgemaRe Nukleinsaure- 
molekul bzw. an den komplementaren Strang dazu 
hybridisiert; und/oder 

c) das erfindungsgemaRe Polypeptid und/oder das 
erfindungsgemaRe Polypeptiddimer. 

Die erfindungsgemaRe diagnostische Zusammen- 
setzung kann in der Ausfuhrungsform, die den Primer 
bzw. das Primerpaar enthait, dazu benutzt werden, 
Organismen nach der Existenz eines Lektingens abzu- 
suchen, urn so beispielsweise neue Lektingene aufzu- 
finden, die gegebenenfalls pharmakologisch 
interessante Lektine codieren. 

Die Figuren zeigen 

Fig. 1 Konstruktion der primaren Amplifikationsoli- 
gonukleotide 

Fig. 2 Primares Viscum album ML-Ampl'rfikations- 
produkt 

Fig. 3 Klonierstrategie zur Darstellung des ML- 
Gens 

Fig. 4 Insertionen der Expressionsvektoren fur 
rMLA und rMLB und vollstandige ML-Gen- 
sequenz 

Fig. 5 Konstruktionsschema Expressionsvektor 
fur rMLA 

Fig. 6 Konstruktionsschema Expressionsvektor 
fur rMLB 

Fig. 7 Expression von rMLA, rMLB und immunolo- 

gische Detektion 
Fig. 8 IEF Chromatofocussierung von rMLA und 

rMLB vs. nat ML 
Fig. 9 Enzymatische Aktivitat von rMLA (RIP) 
Fig . 1 0 Carbohydrat- Bindecharakteristik von rM LB 
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Fig. 1 1 



Cytotoxizitat des reassoziierten rMLA/MLB 
Holoproteins 



Beispiel 1 



Konstruktion der primaren Amplif ikationsoligonu- 
kleotide 

Das Mistellektin (ML) gehort zur der Klasse der 
Ribosomeninaktivierenden Proteine [Stirpe et ai., 10 
1992), die eine in Pflanzen verschiedener taxonomi- 
scher Herkunft weit verbreitete Protein-Famitie darstellt. 
ML wurde aufgrund der Aktivitaten seiner Unterheiten 
der Gruppeder Typ II Ribosomeninaktivierenden Protei- 
nen zugeordnet [Endo et al., 1 988a). ^ 

Zur Ermittlung der ML-Gensequenz ist der nahelie- 
gende Ansatz des Durchmusterns von Viscum album 
cDNA- und genomischen Genbanken jedoch ungeeig- 
net. So konnten aus Genbanken aus Viscum album 
po1y-A+ RNA trotz der Verwendung verschiedener 20 
DNA-Sonden keine ML-spezifischen Klone identifiziert 
werden. Mit der Annahme, da(3 die ML-Gensequenz 
keine Introns enthait, wurde deshalb eine PCR-Strate- 
gie angewandt. Da die N-terminalen Aminos&urese- 
quenzen von der MLA- als auch der MLB-Kette bekannt 25 
waren [Dietrich et al.. 1992; Gabius et al., 1992), 
erschien eine Amplitikation des MLA-codierenden 
Bereiches unter Verwendung von degenerierten, aus 
den bekannten Peptiden abgeleiteten Amplifikationsoli- 
gonukleotiden mogiich (Fig. 1a). Wahrend ein brauch- so 
bares Oligonukleotid mit geringem Degenerationsgrad 

aus ctem N ^T e r m ifws-de^ LA^Ke tte-abgeleite^ .. warden 

kann (RMLA1, Fig. 1b), ist es nicht mOglich, entspre- 
chende Oligonukleotid e mit ausreichender Spezrfitat 
aus dem N-Terminus der MLB-Kette zu konstuieren 35 
(RMLB1, RMLB2, RMLB3. Fig. 1b). 

Es muBten deshalb alternative Strategien entwik- 
kelt werden, die durch das Einbeziehen von Proteinda- 
ten verwandter Proteine das Ableiten von 
Amplifikationsoligonukleotiden aus noch unbekannten 40 
ML-Sequenzbereichen ermdglichte. So zeigte eine 
Aminosauresequenz- Analyse von Typ I und Typ II Ribo- 
somen-inaktivierenden Proteinen eine Anzahl konser- 
vierter Bereiche mit hoher Sequenz-Homologie. Fig. 1c 
zeigt den hohen Verwandschaftsgrad von Typ I und Typ 45 
II RIP am Beispiel des aktiven Zentrums von Ricin. 
Innerhaib des Sequenzmotivs MISEAARF wurde fur 
E177 und R180 die Beteiligung am enzymatischen 
Mechanismus diskutiert [Kim et al., 1992; Lord et al., 
1994]. Daraus wurde geschlossen, daG zumindest so 
diese beiden Reste in der ML-Sequeriz vorhanden sein 
sollten. Aus weiteren strukturellen Uberlegungen hin- 
sichtlich dem Vorhandensein einzeiner Reste, wobei 
besonderes solche mit einem niedrigen Degenerations- 
grad des Codon-Gebrauchs beruckstchtigt wurden, 55 
resultierte die Konstruktion des Amplifikationsoligonu- 
kleotids RMLA2. Die Sequenz dieses Oligonukleotids 
istin Fig. 1c dargestellt. 



Beispiel 2 

Darstellung von ML-Gen spezifischen DNA-Frag- 
menten 

Hochmolekulare, genomische DNA wurde ausge- 
hend von frischen Viscum album Biattern (Wirtsbaum 
Populus wilsonii) nach der Methode nach Baur et al. 
[1993] isotiert Zur Darstellung von ML-Gen spezifi- 
schen DNA-Fragmenten durch PCR wurden je Amplifi- 
kationsansatz 100 ng genomische DNA eingesetzt. Die 
Amplifikation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50 
111. enthaltend PCR-Puffer (10 mM Tris-HCI. 1,5 mM 
MgCI 2 . 50 mM KCI. 0,25 mM dNTP, pH 8,3 ), 78 pmol 
Primer RMLA1 und 50 pmol (Ansatz 2) bzw. 100 pmol 
(Ansatz 1) RMLA2. Die PCR erfolgte mit Taq- DNA- Poly- 
merase (1,5E/Ansatz) von Boehringer Mannheim mit 
einem Biometra Thermocycler. Die PCR-Parameter 
waren: 1 min Denaturierung 90°C, 1 min Annealing 
50°C, 1 min Elongation 72 °C bei insgesamt 30 Zyklen. 
Die Amplifikationsprodukte wurden durch 5%ige Poly- 
acrylamidgel-Elektrophorese und Farbung mit Ethidi- 
umbromid analysiert (Fig. 2). Das in Ansatz 2 erhaltene 
spezifische Amplifikationsprodukt mit einer GrCGe von 
etwa 500 bp wurde durch Gelelution isotiert und der 
Klonierung in TA-Vektoren zugefuhrt. 

Beispiel 3 

Klonierungstrategie 

Die Ableitunq der zur primaren PCR eingesetzten 



AmplifikationsoligonuWeotide ist in Beispiel 1 (Fig. 1a), 
die Darstellung des primaren Genfragments des Vis- 
cum album ML-Gens, im Folgenden als "a" bezeichnet, 
ist in Beispiel 2 (Fig. 2) gezeigt. Ausgehend von der 
Sequenz des klonierten Genfragments "a" und der 
Annahme, da(3 das ML*Gen keine Introns besitzt, war 
es nun mogiich, sequenzspezifische S'-Oligonukleotide 
abzuleiten, mit denen eine Amplifikation der Fragmente 
"b", "c", "d" und "e " ermoglicht wurde. Wahrend das 3*- 
Oligonukleotid fur "c" ebenfalls aus der DNA-Sequenz 
von "a" abgeleitet wurde, mu(3te die Konstruktion der 
degenerierten 3*-Primer zur Amplifikation der Genfrag- 
mente "b", "d M , "e" und M g" durch Analyse homologer 
Bereiche von Typ I fb") und Typ II ("d", V, g") RlP-Pro- 
teinen erfolgen. Hierbei wurde wiederum aus den 
Sequenzvergleichen innerhaib der Protein- Familien auf 
das Vorhandensein einzeiner Reste geschlossen, 
wobei besonders Reste mit geringem Degenerations- 
grad des Codon-Gebrauchs berucksichtigt wurden. Ins- 
besondere die bekannten Ricin und Abrin cDNA- und 
abgeleitete Protein-Sequenzen wurden zur Konstruk- 
tion von etwa 50 ML-spezifischen Oligonukleotid-Kom- 
binationen herangezogen. In Fig. 3 sind nur die 
Genfragmente gezeigt, die als spezifische Amplifikati- 
onsprodukte klonierbar waren und einer weiteren Ana- 
lyse zugefuhrt werden konnten. Ausgehend von 
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anderen Oligonukleotid-Kombinationen konnten keine 
ML-spezifischen Amplifikationsprodukte generiert wer- 
den. Die Darsteilung der Genfragmente T (codierend 
fur die MLA-Kette) und "g" (codierend fur die MLB- 
Kette) ist rm Detail in Beispiel 5 und Beispiel 6 beschrie- 5 
ben 

Zur Analyse der 5'- und 3'-Regionen der translatier- 
ten und nicht-translatierten Sequenzbereiche des ML- 
Gens wurden Bedigungen zur 5'- und 3'-RACE [Froh- 
mann et al., 1988] etabliert, die zur Generierung der 10 
Fragmente "h und T und T fuhrte. Die Amplifikation 
des Fragments "j" mit RACE-PCR ist damit eine alterna- 
tive zur Darsteilung von vollst&ndigen MLB-Genfrag- 
menten. Die RACE-Reaktionen wurden unter 
Verwendung von cDNA durchgefuhrt, die durch reverse 15 
Transkription von isolierter Viscum album Gesamt-RNA 
aus Mistelbiattern (Wirtsbaum Popu/us wilsonii) prapa- 
riert wurde. 

Beispiel 4 20 

DNA-Sequenz und Translationsprodukte rMLA und 
rMLB 

Die Insertionen der Expressionsvektoren pT7-MLA 25 
und pT7-MLB wurden durch Standardverfahren mittels 
"primer walking" Strategie (Ermittlung vollstandig uber- 
lappender Sequenzen beider Strange) unter Verwen- 
dung verschiedener ML-spezifischer Oligonukleotide 
sequenziert (Fig. 4 a, b). Die unterstrichenen Sequenz- 30 
bereiche bezeichnen Restriktionsschnittstellen zur Klo- 
nierung in die pT7-Expressionsvektoren. Beide 
Genfragmente sind entsprechend dem Konstruktions- 
schema der Expressionsvektoren wie in Beispiel 5 und 
Beispiel 6 beschrieben modif iziert Fig. 4c zeigt die aus 35 
den bezeichneten Fragmenten abgeleitete vollstandige 
ML-Gensequenz. Sie umfaRt auch 5_- und 3_-nicht- 
translatierte Bereiche sowie Endopeptid- und Signal- 
peptid-codierende Abschnitte. 

40 

Beispiel 5 

Konstruktion des Expressionsvektors pT7-MLA 

Zur heterologen Expression wurde die fur die 45 
Mistellektin A-Kette codierende Sequenz durch spezifi- 
sche PGR ausgehend von komplexer genomischer 
Mistel-DNA dargestellt und terminal modifiziert Uber 
nicht-komplementare Bereiche der eingesetzten Pri- 
mer-Oligonukleotide wurden hierbei Translations- Kon- so 
trollelemente sowie Erkennungssequenzen von 
Restriktionsendonukleasen angefugt, wodurch ausge- 
hend von dem genomisch vorliegenden Prapromistel- 
lektin-Gen die Klonierung und getrennte Expression der 
Mistellektin A-Kette ermoglicht wurde. ss 

Fig. 5b zeigt die Darsteilung von MLA-codierenden 
Gen-Fragmenten durch PCR. Zur Amplifikation der 
MLA-codierenden Gensequenz wurden 200 ng genomi- 



sche Viscum album DNA, 1,5 mM (Ansatz 1) bzw. 2,5 
mM (Ansatz 2) Magnesiumchlorid, 40 pmol von jedem 
Primer Oligonukleotid RML16 und RML17 in PCR-Puf- 
fer (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,25 mM von jedem 
dNTP, pH 8,3 ) in einem Gesamtvolumen von 50 \i\ ein- 
gesetzt. Die PCR erfolgte unter Verwendung von Taq- 
Polymerase (1,5U/Ansatz, Boehringer Mannheim) 
durch insgesamt 30 Zyklen des Temperaturprof ils 1 min 
Denaturierung 94 °C, 1 min Annealing 52 °C, 1 ,5 min 
Elongation 72 °C. Die Amplifikationsprodukte wurden 
durch 1%ige Agarosegel-Elektrophorese und Farbung 
mit Ethidiumbromid analysiert (Fig. 5b) und durch 
Geielution der Klonierung in TA-Vektoren zugefuhrt. 

Der S'-Bereich der fur rMLA codierenden Sequenz 
entsprechend der Aminosaurereste Tyrosin 1 - Tyrosin 17 
[Dietrich et al., 1992; Gabius et a!., 1992] wurde unter 
Vorschaltung eines Translations- Startcodons als syn- 
thetisches Genfragment durch Hybridisierung und Klo- 
nierung zweier Oligonukleotide dargestellt. Hierdurch 
wurde eine Optimierung der Gensequenz hinsichtlich 
der Codon-Auswahl, wie sie fur stark exprimierte Gene 
in Escherichia coii beschrieben ist [Gribskov et al., 
1984], erzielt. Am 3'-Ende des synthetischen rMLA- 
Genfragments sowie am S'-Ende des mittels PCR dar- 
gestellten rMLA-Genfragments wurde durch den geziel- 
ten Austausch des Tyrosin 17 -Codons von TAC zu TAT 
eine Ssp I - Restriktions-schnittstelle eingefuhrt, die 
eine Fusion der beiden rMLA-Genfragmente unter Dar- 
steilung des Vektors pML14-17 (Beispiel 5, Fig. 5) 
ermoglichte. 

Die generierte vollstandige fur rMLA codierende 
Sequenz wurde durch DNA-Sequenzierung bestatigt 
(Fig. 4a). Zur Expression von rMLA in Escherichia coii 
wurde die Gensequenz aus dem Veklor pML14-1 7 iso- 
liert und durch Insertion in den Expressionsvektor pT7- 
7 unter die Kontrolle des T7-RNA Polymerase Promo- 
tors sowie Transkriptionsterminators gestellt Mit dem 
resuitierenden Expressionsvektor pT7-MLA (Fig. 5) 
wurde der E. coii Expressionsstamm BL21 transfor- 
miert. 

Beispiel 6 

Konstruktion des Expressionsvektors pT7-MLB 

Zur heterologen Expression der Mistellektin B- 
Kette wurde die vollstandige, MLB codierende Sequenz 
durch spezifische PCR aus komplexer genomischer 
Viscum album DNA amplif iziert, wobei uber nicht-kom- 
plementare Bereiche der eingesetzten Primer-Oligonu- 
Weotide Translationskontrollelemente sowie 
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen 
eingefuhrt wurden. 

Fig. 6b zeigt die Darsteilung des gesamten, rMLB 
vollstandig codierenden Gerrfragments durch PCR. Die 
Amplifikation des rMLB-codierenden DNA-Fragments 
erfolgte ausgehend von jeweils 200 ng genomischer 
Viscum album DNA in PCR-Ansatzen mit 50 pmol Pri- 
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mer-Oligonukleotid RML25 und 30 pmol (Ansatz 1) bzw. 
10 pmol (Ansatz 2) Primer-Oligonukleotid RML26 in 
einem Gesamtvolumen von 50 |il PCR-Puffer (10 mM 
Tris-HCI, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI 2 , 0,25 mM von 
jedem dNTP, pH 8,3). Die PGR erfolgte unter Verwen- 
dung von Taq-Polymerase (1,5 E/Ansatz, Boehringer 
Mannheim) durch 30 Zyklen aus 1 min Denaturierung 
94 °C. 1 min Annealing 52 °C und 1 ,5 min Elongation 72 
°C. Die PCR-Produkte wurden durch 1%ige Agarose- 
gel-Elektrophorese und Farbung mit Ethidiumbromid 
analysiert. Es resuitierte ein 0,8 kbp PCR-Produkt, das 
durch Geielution isoliert und der Klonierung in TA-Vek- 
toren zugefuhrt wurde. Durch Insertion in den Expressi- 
onsvektor pT7-7 wurde das rMLB-codierende 
Genfragment unter die Kontrolle von Transkriptionskon- 
trollelementen gestellt und mit dem resultierenden 
Expressionsvektor pT7-MLB der Expressionsstamm E. 
coli BL21 transformiert. Die Integrity der PCR-gene- 
rierten, vollstandigen. fur rMLB-codierenden Sequenz 
wurde durch DNA-Sequenzierung bestatigt (Fig. 4b). 

Beispiel 7 

Expression, immunologischer Nachweis, Ruckfal- 
tung und in vitro Reassoziation von rMLA und rMLB 

(I) Expression von rMLA in E. coli 

Zur Expression von rekombinanter Misteliektin A- 
Kette wurden 1000 ml LB Amp -Medium in 2 Ltr. Schuttel- 
kolben mit Schtkanen mit 5 ml einer stationer gewach- 
senen LB Amp -VorkUiiu i von C. coli ^ L g4VpT - 7 - M L A - 
angeimpft und bei 37 °C unter Schutteln kultiviert. 
wobei das Wachstum durch Trubungsmessung bei 578 
nm verfolgt wurde. Die Genexpression wurde bei Errei- 
chen einer Zelldichte entsprechend OD 578 A 0,9 - 1,0 
durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Zur Ernte 
wurden die Zellen 2 h nach Induktion durch Zentrifuga- 
tion 20 min bei 5.000 rpm und 4 °C im GS-3 Rotor (Sor- 
vall) sedimentiert und das Kulturmedium dekantiert, 
wobei ausgehend von 1 Ltr. Kulturvolumen eine Zell- 
masse von 3 - 4 g (Feuchtgewicht) isoliert wurde. 

Der ZellaufschluG erfolgte mittels French-Press 
(SLM Instruments), wozu das Zellsediment in 20 ml Auf- 
schluBpuffer (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCI, 1 mM 
EDTA, 5 mM DTT, 1 mM PMSF, pH 8,0) resuspendiert 
und durch 2 French-Press Durchgange bei 1 .500 psi 
aufgeschlossen wurde. Durch eine anschlie&ende Zen- 
trifugation fur 30 min bei 10.000 UpM und 4 °C im SS- 
34 Rotor (Sorvall) wurden unlOsliche Zellbestandteile 
sowie enthaitene "inclusion bodies" sedimenditert und 
von den im Uberstand verbleibenden loslichen E. coli 
Proteinen bzw. I6slichen Expressionsprodukten 
getrennt. 

Zur Analyse der Expression wurden gleiche Volu- 
mina der ZellaufschluBfraktionen durch 12,5 % SDS- 
Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Coomassie-Brilli- 
ant-Blau Farbung sowie durch Western-Blot unter Ver- 



wendung des MLA-spezifischen Antiserums TA5 
untersucht (Fig. 7a). Hierzu wurden gleiche Voiumen 
der loslichen Fraktion (Spur 2, 4, 6, 8) sowie der unl6s- 
lichen "inclusion bodies" Fraktion (Spur 1,3,5, 7) des 

5 E coli AufschluBes hinsichtlich des Gehaltes an rMLA 
untersucht. Zur Darstellung des Expressionsverlaufes 
wurden dabei Proben vor (Spur 1+2), 2 h (Spur 3+4), 4 
h (Spur 5+6) und 6 h (Spur 7-8) nach Induktion der Gen- 
expression eingesetzt. Die Expression ist schon 1h 

10 nach Induktion durch das Auftreten eines immunreakti- 
ven 25 kDa Expressionsproduktes entsprechend rMLA 
gekennzeichnet deren Expressionsmaximum bereits 2 
h nach Induktion erreicht ist. Die Verteilung von rMLA 
auf die losliche bzw. unlosliche ZellaufschluGfraktion 

, 5 betragt 2 h nach Induktion jeweils ~50 %, wobei eine 
langere Expressionsdauer zu einer zunehmenden Bil- 
dung unldslicher "inclusion bodies" fuhrt. 

(II) Isolierung von rMLA aus unloslichen "inclusion 
20 bodies" 

Das Sediment des E. coli GesamtzellaufschluBes 
wurde zur Entfernung von E. coli Proteinen 2x mit je 20 
ml STET-Puffer (50 mM Tris-HCI, 8 % (w/v) Sucrose, 50 

25 mM EDTA, 0,05 % (v/v) Tween-20, pH 7,4) nach Babitt 
et al. [1990] gewaschen. Das verbieibende Sediment 
mit den enthaitenen "inclusion bodies" wurde in 20 ml 
Denaturierungspuffer (6 M Guanidiniumchlorid, 100 
mM DTT, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0) durch Inkubation 16 

30 h bei Raumtemperatur unter Schutteln gelost. 

Zur Renaturierung von rMLA wurde die im Denatu- 
r j eri . P g cp.iffpr vnrliegende Proteinldsunq in das 90 



fache Voiumen Faltungspuffer (50 mM Tris-HCI, 2 mM 
DTT, 1 mM EDTA, pH 8,0) langsam eingetropft und 16 h 
35 bei Raumtemperatur unter Ruhren inkubiert. Wieder 
ausgefallenes Protein wurde durch Zentrifugation 30 
min bei 6.000 rpm und 4 °C im GS-3 Rotor (Sorvall) 
abgetrennt. Der rMLA-haltige Uberstand wurde zur 
Lagerung auf 20 % (v/v) Glycerin eingestellt und bei 4 
40 °C aufbewahrt. 

(Ill) Reinigung von rMLA durch Immunaffinitatschroma- 
tographie 

45 Zur 1-Schritt-Reinigung von rMLA (Idslicher 
Expressionsproduktanteil bzw. ruckgefaltetes Protein) 
durch Immunaffinitatschromatographie wurden 260 \xg 
des gegen Misteliektin A-Kette gerichteten, monoklona- 
len Antikdrpers anti-nMLA-IgG (TA5) an Protein-A- 

so Sepharose CL4B (Sigma, Deisenhofen) kovalent nach 
der Methode von Harlow & Spur [1988] immobilisiert. 
Nach Inkubation der Immunaffinitatsmatrix mit der 
rMLA-Probe und Waschen der Matrix mit 10 Saulen- 
bettvolumen Waschpuffer 1 (1 M NaCI, 10 mM Phos- 

55 phat-Puffer, pH 7,0) und 10 Saulenbettvolumen 
Waschpuffer 2 (10 mM Phosphat- Puffer, pH 7,0) zur 
Entfernung unspeztfisch gebundener Proteine wurde 
speztfisch gebundene rMLA mit Elutionspuffer (0,1 M 
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Glycin, pH 2,5) eluiert. Die Elution erfolgte zur Ruckstel- 
lung des pH-Wertes in eine Vorlage von 1 M Phosphat- 
Puffer, pH 8,0. 

(IV) Expression von rMLB in E. coli s 

Zur Expression von rekombinanter Mistellektin B- 
Kette wurclen 1000 ml LB Amp -Medium in 2 Ltr. Schuttel- 
kolben mit Schikanen mit 5 ml einer stationer gewach- 
senen LB Amp -Vorkultur von E. coli BL21/pT7-MLB w 
angeinhpft und bei 37 °C unter Schutteln kultiviert, 
wobei das Wachstum durch Trubungsmessung bei 578 
nm verfolgt wurde. Die Genexpression wurde bei Errei- 
chen einer ZeHdichte entsprechend OD 578 A 0,9 - 1,0 
durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Zur Ernte is 
wurden die Zellen 4 h nach Induktion durch Zentrifuga- 
tion 20 min bei 5.000 UpM und 4 °C im GS-3 Rotor (Sor- 
vall) sedimentiert und das Kulturmedium dekantiert. 

Der ZellaufschluB erfolgte mittels French-Press™ 
(SLM Instruments), wozu das Zelisediment in 20 ml Auf- 20 
schluBpuffer B (20 mM Phosphat-Puffer, 50 mM NaCI, 1 
mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 7,2) resuspendiert und 
durch 2 French-Press Durchgange bei 1.500 psi aufge- 
schlossen wurde. Durch eine anschlieBende Zentri- 
fugation fur 30 min bei 10.000 UpM und 4 °C im SS-34 25 
Rotor (Sorvall) wurden unldsliche Zellbestandteile 
sowie enthaltene "inclusion bodies" sedimendiert und 
von den im Oberstand verbleibenden lOslichen E. coli 
Proteinen bzw. Idslichem Expressionsprodukt getrennt. 

Zum Nachweis der Expression wurden gleiche 30 
Volumina der ZellaufschluBfraktionen durch 12,5 % 
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Coomas- 
sie-Brilliant-Blau Farbung sowie durch Western-Blot 
unter Verwendung des MLB-spezifischen Antiserums 
TB33 untersucht (Fig. 7b). Hierzu wurden gleiche Volu- 35 
men der loslichen Fraktion (Spur 2, 4, 6, 8) sowie der 
unieslichen "inclusion bodies" Fraktion (Spur 1, 3, 5, 7) 
des E. coli AufschluRes hinsichtlich des Gehaltes an 
rMLB untersucht. Zur Darstellung des Expressionsver- 
laufes wurden dabei Proben vor (Spur 1+2), 2 h (Spur 40 
3+4), 4 h (Spur 5+6) und 6 h (Spur 7-8) nach Induktion 
der Genexpression eingesetzt Die Western-Blot Anlyse 
zeigte bereits 1 h nach Induktion das Auftreten einer 
immunreaktiven 31 kDa Protein-bande entsprechend 
rMLB, wobei das Expressionsmaximum 4 h nach Induk- 45 
tion erreicht wurde. 4 h nach Induktion verteilt sich die 
rMLB-Menge zu jeweils ~ 50% auf die losliche bzw. 
unlosliche Fraktion des ZellaufschluBes. Langere Inku- 
bationszeitraume fuhren zu einer zunehmenden Akku- 
mulation exprimierter rMLB in Form unloslicher so 
"inclusion bodies". 

(V) Isolierung von rMLB aus unloslichen "inclusion 
bodies" 

55 

Das Sediment des E. coli Gesamtzellaufschlufies 
wurde zur Entfernung von E. coli Proteinen 2x mit je 20 
ml STET-Puffer (50 mM Tris-HCI, 8 % (w/v) Sucrose, 50 



mM EDTA, 0,05 % (v/v) Tween-20. pH 7,4) nach Babbitt 
et al. [1990] gewaschen. Das verbleibende Sediment 
mit den enthaltenen "inclusion bodies" wurde in 20 ml 
Denaturierungspuffer (6 M Guanidiniumchlorid, 100 
mM DTT, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0) durch Inkubation 16 
h bei Raumtemperatur unter Schutteln gelost. 

Zur Renaturierung von rMLB wurde die im Denatu- 
rierungspuffer vorliegende ProteinlOsung in das 90- 
fache Volumen Faltungspuffer (20 mM Phosphat-Puffer, 
50 mM NaCI, 1 mM EDTA, 5 mM Glutathion reduziert, 1 
mM Glutathion oxidiert. 10 mM p-Lactose, pH 7,2) lang- 
sam eingetropft und 16 h bei Raumtemperatur unter 
Ruhren inkubiert. Wieder ausgefallenes Protein wurde 
durch Zentrifugation 30 min bei 6.000 UpM und 4 °C im 
GS-3 Rotor (Sorvall) von der IGslichen, gefalteten rMLB- 
Fraktion abgetrennt. 

(VI) Isolierung von rMLB durch Affinitatschromatogra- 
phie an Lactosyl -Agarose 

Zur Isolierung von aktiver, Carbohydrat-bindender 
rMLB wurde eine Lactosyl-Agarose Affinitatsmatrix 
(Sigma, Deisenhofen) mit 10 S&ulenbettvolumen Chro- 
matographiepuffer (20 mM Phosphat-Puffer, 50 mM 
NaCI, 1 mM EDTA, pH 7,2) aquilibiert. Der Probenauf- 
trag erfolgte durch "batch" Inkubation der Affinitatsma- 
trix in rMLB-haltigen Probenlosung fur mind. 2 h bei 
Raumtemperatur. Nach Waschen der Affinitatsmatrix 
mit Chromatographiepuffer zum Entfernen unspeziftsch 
gebundener Proteine wurde gebundenes rMLB durch 
kompetitive Verdrangung mit 0,3 M p-Lactose in Chro- 
matographiepuffer eluiert. 

(VII) In vitro Reassoziation von Mistellektin-Ketten zur 
Darstellung des Holoproteins 

Zur Darstellung von rekombinantem Mistellektin- 
Holoprotein wurde isolierte Mistellektin B-Kette mit 
einem molaren Uberschu3 an rMLA in 20 mM Phos- 
phat-Puffer, 50 mM NaCI, 1 mM EDTA, pH 7,2 fur 16 - 
48 h bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Ausbildung der 
interchenaren Disulfidbrucke erfolgte die Inkubation in 
Anwesenheit eines Redox-Systems aus 6 mM Gluta- 
thion (Verhaltnis reduziert zu oxidiert 5:1) Oder 10 mM 
Glutathion (Verhaltnis reduziert zu oxidiert 2 : 1) + 1 jiM 
Protein-Disulfid-lsomerase (Boehringer, Mannheim). 
Nachweis und Identifizierung des gebildeten Heterodi- 
mers erfolgte duch SDS-PAGE unter nicht-reduzier en- 
den Bedingungen und anschlieGende Western-Blot 
Analyse unter Verwendung spezifischer, monoklonaler 
Antikorper gegen Mistellektin A-Kette (TA5) bzw. Mistel- 
lektin B-Kette (TB33). Die Isolierung des gebildeten 
Holoproteins bzw. Abtrennung freier rMLA bzw. rMLA- 
Aggregaten erfolgte durch Affinitatschromatographie an 
Lactosyl-Agarose wie unter (VI) beschrieben. 
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Beispiel 8 

Isoelektrische Homogenitat von rMLA und rMLB 

1-2 rMLA, naturliches MLA, rMLB, naturliches 
MLB cxler ML-Holoprotein wurden zusammen mit IEF- 
Proteinstandards (BioRad, USA) auf Servalyt PreNets 
lEF-Gelen (pH 3 -10, 125 x 125 mm, 150 ^im , Serva 
Heidelberg) fokussiert. Zum Nachweis wurden die Pro- 
teinedurch "semi-dry electroblotting" auf Nitrocellulose- 
Membranen (0,2 ^im, Schleicher & Schull, Dassel) 
immobilisiert. Die immunologische Farbung erfolgte mit 
Hilfe eines monoklonalen, MLA-spezifischen Antise- 
rums (TA5 aus Maus) fur rMLA und nMLA bzw. mit Hilfe 
eines monoklonalen, MLB-spezifischen Antiserums 
(TB33 aus Maus) fur rMLB, nMLB und ML-Holoprotein. 
Immunkomplexe wurden unter Verwendung eines mit 
alkalischer Phosphatase konjugierten anti-Maus IgG- 
IgG (Sigma, Deisenhofen) und Umsetzung der Sub- 
strate NBT und BCIP angefarbt (Fig. 8). 

Diskussion der Ergebnisse erfolgt in der obigen 
Beschreibung unter "Untersuchung der Eigenschaften 
von rMLA und rMLB, Punkt (li) Isoelektrische Homoge- 
nitat. 

Beispiel 9 

Nachweis der enzymatischen, Ribosomen-inaktivie- 
renden Aktivitat von rMLA 

Die Proteinkonzentration der mittels Immunaff initat- 
■^e^fema^sgfapfee—ge^inigten.. rMLA ... (rftfolded)- und,. 
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Proteinkonzentration ermittet, die zu 50 % Inhibition der 
Translationsaktivitat im Vergleich zum Kontrollansatz 
fuhrt. Dieser IC 50 -Wert stellt eine System-abhangige 
GroBe dar, die einen Nachweis und Quantifizierung der 
enzymatischen Aktivitat von rMLA (soluble), rMLA 
(refolded) im Vergleich zu nMLA ermoglicht (Fig. 9). 

Fig. 9 zeigt den Nachweis der enzymatischen, 
Ribosomen-inaktivierenden Aktivitat der rekombinanten 
MLA-Kette, wobei sowohl durch Isolierung des loslichen 
Expressionsproduktanteils (rMLA soluble) als auch 
durch Ruckfaltung des aus "inclusion bodies" isolierten 
Proteins (rMLA refolded) enzymatisch aktives Expressi- 
onsprodukt erhalten wird. rMLA (soluble) und rMLA 
(refolded) weisen mit IC 50 -Werten von 10,7 ± 1,3 pM 
bzw. 15,6 ± 6.6 pM ubereinstimmende Aktivitaten auf. 
Sie weisen damit eine niedrigere toxische Aktivitat auf 
als die naturltche MLA-Kette (IC 50 1 .1 ± 0,7 pM). 

Beispiel 10 

Carbohydrat-bindende Aktivitat der Mistellektin B- 
Kette 



100 ^l einer Losung von 1,1 mg Asialofetuin 
25 (Sigma, Deisenhofen) in 1 1 ml PBS wird in die Kavitaten 
von MaxiSorp C96 Mikrotiterpiatten (Nunc, Wiesbaden) 
gegeben und zur Beschichtung mit der galaktosyl-hafti- 
gen Schicht 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Waschen der Mikrotiterpiatten 3 x mit 150 ^l / Kavitat 
30 PBS-T ( 10 mM Natriumphosphat-Puffer, 130 mM NaCI, 
0,1 % (v/v) Tween 20, pH 7,2) wurde die Mikrotiterplatte 
zum Blockieren unspezif ischer Bindungsstellen mit 200 
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rMLA (soluble) sowie von naturlicher MLA-Kette (nMLA) 
wurde nach Bradford [1976] unter Verwendung eines 
BSA-Standards bestimmt. 

Zum Nachweis und Quantifizierung der enzymati- 
schen rRNA-N-Glycosidase-Aktivitat von MLA wurde 
unter Verwendung des "TNT coupled reticulocyte 
system" (Promega, USA) ein nichtradioaktives Testsy- 
stem etabliert. Je Ansatz wurden gleiche Mengen (20 
des TNT-Systems 15 min bei 30 °C vorinkubiert. Zur 
Quantifizierung einer Translationsinhibiton wurden den 
Kontrollansatzen 2 |*l des entsprechenden Puffers bzw. 
den Testansatzen 2 |^l steigender MLA-Verdunnungen 
(Konzentrationsbereich 350 - 0 pM) zugesetzt. Aus 
jedem Ansatz wurden im Abstand von 8 min 2 Proben 
entnommen und zum Abstoppen der Reaktion in f lussi- 
gem Stickstoff eingefroren. Als MaB fur die Transiati- 
ons-Aktivitat wurde die relative Luciferase-Menge (sqrt- 
cpm) durch einen Bioluminiszens-Test mittels Szintillati- 
onsmeBgerat bestimmt. Fur jeden Ansatz wurde hierbei 
die Differenz der gemessenen sqrt-cpm der beiden Zeit- 
proben als MaB der relativen Transiations-Aktivitat 
ermittelt, wobei die Aktivitat im Kontrollansatz ohne RIP 
auf 0 % Inaktivierungsrate (IAR) gesetzt wurde. 

Durch Auftragung der relativen Translations- Inakti- 
vierungsrate gegen die eingesetzten. rMLA-Konzentra- 
tionen wurde mittels nichtlinearer Regression diejenige 



/ Kavitat PBS-T-1% BSA (10 mM Natriumphosphat- 
Puffer, 130 mM NaCI, 0,1 % (v/v) Tween 20, 1 % (w/v) 
35 BSA, pH 7,2) fur 1 h bei 36 °C inkubiert und anschlie- 
Bend wieder wie beschrieben gewaschen. Zum Test 
wurden 100 \i\ B-Ketten haltiger Praparationen oder 
ML-1 Referenzldsungen im Konzentrationsbereich von 
10 - 200 ng/ml eingesetzt, wobei die entsprechenden 
40 Verdunnungsreihen in PBS-0,05% BSA (10 mM Natri- 
umphosphat-Puffer, 130 mM NaCI, 0,05 % (w/v) BSA, 
pH 7,2) erstellt wurden. Pro Probenkonzentration und 
Kontrolle wurden 2-3 Replikas angelegt. Die Bestim- 
mung des Leerwertes erfolgt mit PBS-0,05% BSA Oder 
45 dem jeweilen Praparationspuffer. Die Platten wurden 
nach Beladung 2 h bei 36 °C inkubiert und anschlie- 
Bend wie beschrieben gewaschen. In die belegten Kavi- 
taten wurde 100 jil / Kavitat anti-Mistellektin-Serum aus 
Ziege (1 :19800 Verdunnung des Serumpools in PBS-T- 
so 0,1% BSA-Tx (10 mM Natriumphosphat-Puffer, 130 mM 
NaCI, 0,1 % (v/v) Tween 20. 0,1 % (w/v) BSA, 1 % (v/v) 
Triton X100, pH 7,2)) gegeben, 2 h bei 36 °C inkubiert 
und anschlieBend wie beschrieben gewaschen. Zum 
Nachweis der Immunkomplexe wurde je belegte Kavitat 
55 100 ijlI anti-Ziege IgG-IgG, konjugiert mit Meerrettich- 
Peroxidase (Sigma, Deisenhofen) in einer 1 : 3500 Ver- 
dunnung in PBS-1% BSA (10 mM Natriumphosphat- 
Puffer, 130 mM NaCI, 1 % (w/v) BSA, pH 7,2) zugege- 
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ben und 1 h bei 36 °C inkubiert Die Kavitaten wurden 
anschlieBend 6x mit 150 pl/Kavitat PBS-T gewaschen. 
Zur Entwicklung wurden 1 00 p.J / Kavitat Substratlosung 
(1 o-Phenylendiamin-Tablette (Sigma, Deisenhofen) in 
25 ml 65 mM Citronensaure, pH 5,0 + 10 jjlI 30 % Was- 5 
serstoffperoxid) zugegeben und 20 min bei Raumtem- 
peratur im Dunkeln inkubiert. Das Abstoppen der 
Reaktion erfolgte durch die Zugabe von 100 \x\ I Kavitat 
1 M Schwefelsaure. Die Auswertung erfolgte durch 
Absorptionsmessung bei 450 nm mit einer Referenz- w 
welleniange von 690 nm. 

Fig. 10 zeigt eine Auftragung der im ELLA-System 
beobachteten Verdrangung von rMLB und nML Lekti- 
nen vom immobilisierten Asialofetuinliganden durch 
steigende Mengen D-Galactose. Die Bindecharakteri- is 
stiken von MLB und rMLB, ausgedruckt durch den IC50 
Wert bei halbmaximaler Verdrangung durch Galactose 
von nML 1,65 mM und rMLB 1,3 mM unterscheiden 
sich. 

20 

BeispielH 

Bestimmung der Cytotoxizitat in vitro reassoziierter 
rML-Holoproteine auf humane lymphatische Leuk- 
amiezellen 25 

Die Integritat des Mistellektin-Holoproteins wurde 
durch die quantitative Bestimmung der Cytotoxizitat 
gegenuber der humanen lymphatischen Leukamiezelli- 
nie MOLT-4 (European Collection Of Animal Cell Cul- 30 
tures No. 8501 1413) nachgewiesen. 

MOLT-4 Zellen wurden in serumfreiem MDC-1 
Medium (PAN SYSTEMS, Aidenbach) kultiviert und fur 
den Test auf eine Einsaatzelldichte von 1 ,6 x10 5 MOLT- 
4-Zellen/ml bei einer Viabilitat > 98 % eingestellt. Zur 35 
Bestimmung der Cytotoxizitat wurden pro Kavitat einer 
96-Loch Mikrotiterplatte 90 jil einer MOLT-4 Zellsuspen- 
sion entsprechend 15000 Zellen/Kavitat eingesat und 
mit 10 jjlI der Probenlosung versetzt. Zum Test wurde 
Mistellektin-Holoprotein Praparationen (Chargen 40 
220793 und BR1294) sowie in vitro reassoziiertes 
rMLA/MLB Holoprotein im Konzentrationsbereich 0,05 - 
200 pg/ml entsprechend 0,8 fM - 3,32 pM eingesetzt, 
wobei die entsprechenden Verdunnungsreihen in MDC- 
1 Zellkulturmedium erstellt wurden. Pro Probenkonzen- 45 
tration und Kontrolle wurden 6 Replikas angelegt. 
Die Zellen wurden 72 h bei 37 °C und 5 % C0 2 im bega- 
sten Brutschrank inkubiert. Die Quantifizierung des 
cytotoxischen Effektes erfolgte durch die Bestimmung 
der Viabilitat der Zellen mit Hilfe eines I6slichen Forma- so 
zan-Farbstoffes nach der XTT-Methode Oder WST-1 
Methode [Scudiero et al.. 1988] unter Verwendung des 
entsprechenden Cell Proliferation Kit II XTT (Boehrin- 
ger, Mannheim) bzw. Cell Proliferation Reagent WST-1 
(Boehringer Mannheim). ss 

Diskussion der Ergebnisse erfolgt in der obigen 
Beschreibung unter "Untersuchung der Eigenschaften 
von rMLA und rMLB, Punkt (V) Cytotoxizitat in vitro 
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Patentanspriiche 

1 . Transgene Pf lanze, die mit mindestens einem Vek- 
tor transformiert ist, der ein Nukleinsauremolekul 
enthait, das 

(a) ein Praproprotein codiert, das nach Reifung 
die biologische Funktion des Mistellektindimers 
aufweist und die in Fig. 4c dargestellte Nukleo- 
tidsequenz aufweist; 

(b) ein Fragment des Praproproteins gemaB (a) 
codiert, wobei das Fragment natiirlicherweise 
ein biologisch aktiver Bestandteil des Mistellec- 
tindimers ist; 

(c) sich durch die Degeneration des geneti- 
schen Codes vom Nukleinsauremolekul 
gemaB (a) Oder (b) unterscheidet; oder 

(d) unter stringenten Bedingungen mit dem 
Nukleinsauremolekul gemaB (a), (b) oder (c) 
hybridisiert und ein Polypeptid mit der in (a) 
oder (b) angegebenen biologischen Funktion 
codiert. 

2. Transgene Pf lanze nach Anspruch 1, wobei das 
Fragment die A-Kette des Mistellektins ist, die 
durch die in Fig. 4a dargestellte Nukleotidsequenz 
codiert wird. 

3. Transgene Pf lanze nach Anspruch 1, wobei das 
Fragment die B-Kette des Mistellektins ist, die 
durch die in Fig. 4b dargestellte Nukleotidsequenz 
codiert wird. 

4. Transgene Pf lanze nach einem der Anspruche 1 bis 
3, wobei das Nukleinsauremolekul ein DNA-Mole- 
kul ist. 

5. Transgene Pf lanze nach einem der Anspruche 1 bis 
3. wobei das Nukleinsauremolekul ein RNA-Mole- 
kiil ist. 

6. Transgene Pflanze nach einem der Anspruche 1 bis 

5. wobei der Vektor sowohl ein Nukleinsauremole- 
kul nach Anspruch 2 oder 4, sowie auch ein Nukle- 
insauremolekul nach Anspruch 3 oder 4 enthait. 

7. Transgene Pflanze nach einem der Anspruche 1 bis 

6, wobei der Vektor ein Expressionsvektor ist. 

8. Polypeptid, das vom Wirt nach einem der Anspru- 
che 1 bis 7 produziert wird, und das 

(a) mindestens eine enzymatische Modifizie- 
i ung aufweist, wobei die enzymatische Modifi- 
zierung keine in Viscum album vorkommende 
Glykosilierung ist und/oder 

(b) das ein Fusionsprotein ist. 
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9. Polypeptiddimer mit der biologischen Funktion des 
Mistellektins. wobei mindestens eines der Mono- 
mere ein Polypeptid nach Anspruch 8 ist. 

10. Verfahren zur Herstellung des Polypeptids nach 
Anspruch 8 oder des Polypeptiddimers nach 
Anspruch 9, wobei man die transgene Pflanze nach 
einem der Anspruche 1 bis 7 unter geeigneten 
Bedingungen ziichtet und das so erhattene Poly- 
peptid oder Polypeptiddimer isoliert. 

11. Immuntoxin, umfassend mindestens ein Polypeptid 
nach Anspruch 8 oder ein Polypeptiddimer nach 
Anspruch 9. 

12. Arzneimittel, enthaltend das Polypeptid nach 
* Anspruch 8 und/oder das Polypeptiddimer nach 

Anspruch 9 und/oder das Immuntoxin nach 
Anspruch 1 1 , gegebenenfalls zusammen mit einem 
pharmazeutisch vertraglichen Trager. 

13. Diagnostische Zusammensetzung mindestens ent- 
" haltend das Polypeptid nach Anspruch 8 und/oder 

das Polypeptiddimer nach Anspruch 9. 
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PCR-Amplifikation von ML-Genfragmenten 
komplexer genomischer DNA aus Viscum album 



bp M 1 2 




FIG. 2 
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Klonierstrategie fur rML 




V ■ ■ ~" -po-MAM- 

h (cONA/S'-f*ACE ) )(cDNAn' RACE) | 

J j(cONAV3 -RACE) ^ 



FIG. 3 
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Rekombinante Insertionen der Expressionsvektoren pT7MLA und pT7MLB 



a. MLA 



in 

KdlUMt 

• 1/21 
CCC TTC 
erg pa* 

121/41 
CTC ^TC 

1«U 1«M 

lU/41 
ACC AAC 
tar aaa 
241/41 
OCT DUC 
*la tyr 
1«WUL 
CAT CTC 
ala lou 
141/121 
CAC CCA 
glu arg 
421/141 
CTC ACC 
val tax 
41 Will 
CTC ATT 
leu 11* 
S41M41 
TAC ATT 
tyr 11* 
401/201 
TCC OCC 

trp gly 
441/221 
CCC TTC 
arg low 

ACC TTC 

a«r Im 



TAC CM CCT 
tyr glu axo 

ATC ACC CTT 
kl* ear leu 

CCT CAC TCT 
arg sU) «*r 

CAC CSC CCA 
gla gly fflY 

CM OCA CCC 
gla Ala gly 

TTC ACC CCC 

p4t tar gly 

TAC OCC CCA 

tvx ale gly 

CCC CTT CCT 
a la law *rg 

CAC ATC ATC 
gla eat ila 

AAC ACT COS 
•an aer gly 

CM CM TCC 
gla gla e*r 

CCT ATA CCC 
*la 11a pro 

CCC ATC ATC 
«lt U« a«* 



ATC 
Ua 

CTC 
leu 

ACC 
ttir 

CAC 
erp 

CAC 
asp 

ACC 
tu 

CAT 
hla 



P»e 



ttr 

CCC 

•u 



CCT CTC CCT 
*rg law arg 

CCA CAT TAT 
arg «*P tyr 

ATC CCC CTC 
ila pro val 

TCC ATC ACC 
M r lla tax 

CAA TCC TAC 
gin a*r tyr 

ACC CCA TCC 
tar arg aer 

ACC CAC CAC 
ar« aap gin 

CCC CCC CCC 
pro gly gly 

CAC CCC CCC 
glu ala ala 

TCA TTT CTC 
aar pee leu 



ACC 
tax 

CCC 
pro 

TTC 
law 



CAA CTC CAC 
gla val gla 

OCT AAC TTC 
gly a an pb* 



TTT CTA TCC 
pa* val eye 



11/11 
CTT ACC CAC 
tat tax Us 

41/11 
CTC TCA ACC 
m %1 aar aar 

1SI/SI 
TCC CAT CCC 
aar arp ala 

211/^1 
OCC CCC ATC 
•la ala lla 

371/11 
TTT TTC CCC 
pba leu arg 
111/111 
TCT CTC CCA 
aar lau pre 
1*1/111 
ATC CCT CTC 
lla pro lau 
441/ 111 
ACC ACC CCT 
a*r ear arg 

m/m 

ACA TTC MT 
•xg pa* aaa 

47 l/l»l 
CCA CAC CTC 
pro aap »*1 
411/211 
CAT TCA ACC 
kla aer tar 
4*1/211 
CTC ACC TTC 
vol tax lau 
741/211 
CSA CAC CCC 
gly glu arg 



CAC ACC ACC 
gla tor tar 

CCA ACC TTT 
gly aar pna 

CM ACA TTT 
gLa arg pk* 

CAC CTT ACC 
a«p *al tar 

CAC OCA CCA 
aap ala pro 

TTC AAC CCA 
pa* aan gly 

CCT ATA CAC 
gly Lla aap 

ACC CAA CCT 
car gla • 

CCC ATC TTA 
pre 11* l*u 

TAC ATC CTC 
tyr **t l«u 

CAT <XC CTT 
aap gly val 

ACC MT CTT 
thx aaa val 

CCA TCT TM 
pro ear PTP 



CCT CAA CM 
gly glu gW 

TCC MT CAC 
■or a*n oU 

CTC TTC CTC 
v*L L*u val 

MT CTC TAC 
aaa lou tyr 



CCC COC CCC 
arg gly ala 



ACC TAC CCT 
•or tyr pre 

CAA CTC ATT 
gin lou 11* 

CCT TCC ATT 
arg aor tl* 



TAT TTC 
tyr pa* 

ATA CCA 
lla pre 

CAC CTC 
glu l*u 

CTC CTC 
*al val 

CM ACC 
glu car 

CAT CTC 
aap lai 

CAA TCC 

gla ear 

TTA ATC 
lav lla 



TCC ACC CCT 
trp exg ala 

CAC CTC CAC 
glu l*u glu 

TTT MT AAC 
pao *xn een 

CCC CAC CTC 
arg aap val 



TAC 



CCC CM 
arg gla 

ACC ACT 
tar aar 

CCA ATT 
pro lie 

ATC CCC 
11* ala 



b. MLB 



1/1 

r>f ATC CAT 



41/31 

OCC ATC TCC 
gly eot rye 
121/41 
CCC TCC AAC 
pro aor lye 
141/41 
CCA TCC MT 
art; aor eon 
341/41 
TTC CAC TCT 
ph« aap eye 
101/101 
ATC ATC MT 
11* 11* aan 
141/121 
CTT ACC CTC 
leu car val 
421/141 
CCC CCA CCC 
• 1* pro arg 
4*1/111 
ACT CTC TOD 
aar val trp 

S41/1U 
CAT OCT TCT 

aap gly aer 

401/201 

CTT TCA ACA 

val aar tar 

441/221 

TTT ACC MT 

pa* CAr aao 

7U/Mt 

OCA MT CCA 

ala aaa pro 

111/241 

TOO CTT CCC 

trp low pro 




CUT CTT ACC TCC ACT 
■4 M rp—p a> 



ACO CTC CCC ATT CTC CCT CCA MT 
tax val am 11* val ply *rpj — ** 



CTC CAC 
val aap 

TCC AAC 
ear aao 

CCC ACC 
gly aar 

MT ACT 
«#n car 

CCA ACA 
pro arg 



CM ACA 
gla tax 

CAC CTC 
glu val 

CTC CAC 
val glu 

ATA CCC 
11* 



CTC CCA CAT 
val arg aap 

AAT CAT CCC 
aaa aap pr* 

TCC TTC ACC 
cya low car 

CCT CTC CCC 
ala vol arg 

TCC MT CTC 
•*r aao lau 

CTC CAT TAC 
low aap tyr 



ACC ATA TAT 
tax lla tyr 

ACS TCC CTC 
tax ey* val 



CAC 
aap 

AAT 
aan 

ACC 
tar 

CAC 
IU 

CTT 
val 

ACC 
tfeX 

OCC 

«iv 
act 

aar 



CAT 



CAC 
gla 

TAT 
tyr 

OCC 
aU 

TTC 
lau 

TTO 
law 

TTC 



CTA ATC 
val lla 

CM CCC 

glu gly 

AAC CTC 
Ly* leu 



CCC AM CM 
pro lye gua 

MT ATA CTT 
aaa lla val 

CCC ATT TTO 
ale Ue leu 

CCC CCA ATA 
arg arg 11* 



AAC 



aar 

CM 



ACC 

aer rye 



MT 



ATC 
Lie 



TTA 
loo 

ATC 
11* 



41/11 
TTC CCC 
pa* *xg 

mm 

TTO TCC 
lau trp 
211/71 
CCC TAT 

gly tyr 
2n/»i 

ACT CTT 
tar leu 
111/111 
CCA CCA 
ala ala 
ltl/111 
CCA CAC 

gly glA 
441/151 
ACC CAC 
arg aap 
411/ IT 1 
CAA AAC 
gla lya 
STt/lM 
CAC CAA 
aap gla 
411/211 
ACC OCT 
aor ala 
4*1/211 
AAC MT 
lya aaa 
151/3*1 
TAT CCT 
tyr pr* 



CAT CCA MT CAC ATA CAC TTC TCC 
aap gltf aaa gla lie gla la* trp 

ACC ATC AM ACC CAT CCA ACC ATT 

tax He lya org exp gly tax lla 

ACT OCT CCC CTC TAT CTC ATC ATC 
tax *1* gly val tyr •*! aofc kl* 

TCC CAC ATA TCC CCC MT CCC ACC 
trp gla He trp gly aaa gly tar 



TCA TCT CCA ATC AAA COC ACT ACC 
•*r a*r gly lie ly* oly tax tar 

COC TCC CTT CCC CCT MT CAT ACC 
gly trp lau ela gly •«*> **P tax 

CTT TCC ATC CAA TCA MT OCA COS 
t«u rya eat glu aor aaa gly gly 

AAC CAA ACA TOO CCT TTC TAC CCC 
aaa gLa axg trp ala lou tyr gly 

TOC CTC ACC TCT CCC ACA CAC TCC 
eye lou tar eyo gly *xg exp ear 

CCA TCC TCT CCC CAC CCA TCC CTC 
gly aer ear ply gla arg UP »al 

COC TTC CCC ATC CAT CTC CCC CM 
gly leu ala mi MP vol ale «la 

CCC ACA CCA AAA CCA MT CM ATC 
ala tax gly Ly* P*» *•» «1* a** 



CTC CO TCA TM 
val pro OTP 



FIG. 4 
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Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosauresequenz von Prapromistellektin 



TTT tW CTC CIO CCA TCT TCC ATC OOO OM TCO CCO TOA CAC CAT TCA OOA ACA «Q AAT 



a*t ooa 

„ y - 91/13 

£L WT ATO OAC TCA AOA MQ OCA TOO OCT TCO TOT TTT TTA ATO CTO OOC CTA OTT TTT 
5! SI il! !^ ^ «J o*g .1. trv .1. .orcy. 1« — 1- «lr I- -1 *~ 

□Or'oCO ACO «C AAA QCO OAA ACC AAA TTC AOc'tIc OAO AOO CTA AOA CTC AOA OTT ACO 

S3 ST tar ly. .1. gla tar ly P»- tyr gla org A— org !•* v * **» 

211/ S3 

CAt'cIa ACC ACO OOC OAC OAA TAT TTC COO TTC ATC ACQ CTT CTC CQA OAT TAT OTC TCA 



<- 1 Y I- > » ACC ACS OOC UAk WM » *L «.w — 7 i 

2 lola tar tar gly "P «1« *y* pa* org pao ^ l« *•» **» *** w 

271/71 

" 1/<3 juac ttt TCC AAT OAO ATA CCA CTC TTO COT CAO TCT ACO ATC CCC OTC TCC OAT 



i/w OOA AOC TTT TCW »*x ****** * *— ~ , 

!*r gly ••* Ph. .or ••» gla llo pro 1*« l« org gl» •« H* ™ l •« •«» 

OCo'cAA AOATTTOTCTTOOTOOAOCTCACC ilic'cia OOO OOA OAC TCO ATC ACO OCC OCC 



» a CAA AOA TTT SIC TTO WW ■>» kv - *— » — — " ~ . . . . 

Ill «la org pa- !•» «1» lM *** «Aa ff 1 ' "* "* "** * 4 * * A 

tit y 10 3 391/113 

1*1/105 — - QAC CAA TCC TAC TTT TTO 



ATC OAC OTT ACC AAT CTO TAC OTC OTO OCT TAC CAA OCA 

?H ♦« SI *•» i«* «r» ™i *i« »y» «i» *i* -V* •*» — r «y» p*»* * 

Sim? „_ 



«*r OAC OCA CCA COC OOC OCO OAA ACO CAT CTC TTC ACC OOC ACC ACC C OA TCC TCT CTC 
« olo pro u« gly olo gla tar hi. loa pho tar gly tar tar or* ~r «*« l.a 

CCA TTC AAC OQA AOC TAC CCT OAT CTO OAO COA TAC OCC OOA CAT AOO OAC CAO ATC CCT 



CCA TTC AJu; OM mm, w>- * » » — ■- — — « — . — , . . 

SI ^ly — * eyr pr» «p !•» »1« «Y« *»» ^ A1 * pr » 
«!T/lO S71/17J 

CTC OOT ATA OAC CAA CTC ATT CAA TCC OTC ACO OCO CTT COT TTT CCO OOC OOC AOC ACO 

i*S sly U. «-p «l» »1» irm * l « **« » ro » ly » ly •** 

ioi/lil Ol/IM 

COT ACC CAA OCT COT TCO ATT TTA ATC CTC ATT CAO ATO ATC TCC OAO OCC OCC AOA TTC 

~ thr ffla *1* «ry 11* 1« il« i«« *!• » lu * A * ^ ** B 



AAT CCC ATC TTA TOO AOO OCT COC CAA TAC ATT AAC AOT OOO OCO TCA TTT CTO CCA 
7mm 9** H« !•» •** «^ A1 * •** « lr * lA •** »*• 4 ** Pr ° M » 

7*1/233 751/131 

OTO TAC ATO CTO OAO CTO OAO ACO AOT TOO OOC CAA CAA TCC ACO CAA OTC CAO CAT TCA 

Si cyr 1«» «!• 1** Oxx —r trp «ly ffla gl« «*r t*r ffln olo hi« •« 
Tai/243 «H/3S3 

ACC OAT OOC OTT TTT AAT AAC CCA ATT COO TTO OCT ATA CCC CCC OOT AAC TTC OTO ACO 



tbx «p «iy »*i p*« p» A1 - l »* * A * 1X * * ro »™ » ly **• T * 1 ^ 

•41/a«3 »71/273 

TTO ACC AAT OTT COC OAC OTO ATC OCC AOC TTO OCO ATC ATO TTO TTT OTA TOC 



TTO ACC AAT OTT Evk euu; www ■■ — — — 

tii* ... ▼«! ..p 11 • .1* — c l*« *1* ••e !•» »*i «nr- «iy oi« 

•at/ltl 931/3*3 

COO CCA TCT TCC TCT OAO OTO COC TAT TOO CCO CTO OTC ATA COA CCC OTO ATA OCC OAT 

I« pre .** •<** —r «1« w tyr t*p pro 1«« llo »*o pro ▼*! il* *1* «P 

Ml/303 991/313 

OAT OTT ACC TOC AOT OCT TCO OAA CCT ACO OTO COO ATT OTO OOT COA AAT OOC ATO TOC 

* wl .« r .1. «*r gla pro t*1 **« llo -«1 «ly *r» *« «ly — « «T« 

1031/323 10S1/333 

m OAC OTC COA OAT OAC OAT TTC COC OAT OOA AAT CAO ATA CAO TTO TOO CCC TCC AAO 

▼•I *«P »*» **" "» *** 11 * l-m *** ly * 

10«l/343 

TCC AAC AAT OAT CC 
««* o.n *•» *»F pi 

1141/3*3 



»ly «y« 

1201/3«3 



13<l/403 
CCA 



pro 4EO t 

1321/433 



1391/443 

OAO OTO ACC ATA TAT 



1441/4*3 
OTO OAO ACO 



1S01/493 



11* w« pro ly« «1a 
1S41/S03 

ATC AAT ATA OTT 
11* 11* ▼*! 

1*31/523 
OAA OOO OCC ATT 



1*91/943 



lyo loo «ra 
1741/3*3 
OTO CCA TOA 

*«1 pro »T» 

1901/ 



19*1/ 

AAA AOC CTT AOC CAC 
1931/ 













1111/333 
















AAT 


CAO 


TTO 




ACO 


ATC AAA AOO 


OAT 


g£ 


ACC 


ATT 


COA 


TCC 


AAT 


o.«o> 


eia 


1*« 


trp 


car 


11* lyo org 


•op 




car 


llo 


org 


•*r 


o*a 












1171/373 














TOT 


ACO 


TAT 




TAT 


ACT 


oct ooc arc 


TAT 




ATO 


ATC 




OAC 




*yr 


gly 


tyr 


fchr 


olo gly vol 


«y* 


▼ol 




llo 




oop 


*y» 






1331/393 


















OCC 


ACT 






CAO ATA TOO 




AAT 




ACC 


ATC 


ATC 


AAT 


gla 


olo 




loa 


trp 


gla 11* «rp 


gly 


•aa 


gly 


tar 


llo 


llo 


oaa 










1291/413 
















OTT 


TTO 


OCA 


OCA 


TCA 


TCT OOA ATC 


AAA 




ACT 


ACO 




ACO 


▼ol 


vol 


1*» 










iy« 


gly 


tar 


«ar 














1331/431 
















ACO 


TTO 




CAO 




TOO CTT OCC 




AAT 


OAT 


ACC 


rn 


CCA 


COC 


«fcr 


loo 


gly 


gla gly 


Up loa olo 


Sy 


oaa 


o«p 




pro 


org 












1411/431 




















aoq 




CTT 


TOC ATO OAA 


TCA 


AAT 


OOA 




AOT 


ST 








org 


oop 


loa 


«yo s*t gla 


•or 




gly 


gly 


•*r 


trp 










1471/473 




















CAA 


AAO 


AAC 


CAA AOA TOO 


oil 


TTO 


TAC 


giy 


OAT 


gly 


TCT 


•or 


•or 


gla 


iy« 


**o 


«la org trp 




loa 


tyr 


oop 


•or 












1331/493 
















AAC 


CAA 


OAC 


CAA 




CTC ACC TOT 




AOA 


OAC 


TCC 


OTT 


TCA 


ACA 




gla 


oop 


gla «y« 


l*a tar oyo 


gly 












tar 












1391/313 


























TCO TCT OOO 


CAO 


COA 




Si 




ACC 


AAT 
















orv 






















1*31/333 
















AAT 


TTA 


AAO 


AAT 




TTO OCC ATO 


OAT 


OTO 


OCO 


CAA 


olo 


AAT 


CCA 


oam 


Lo« 




ooa 


«iy 


loo olo mm* 


o.p 


vol 


olo 


gl» 


ooa 


pro 










1711/3S1 














CCC 


ATC 


ATC 


TAT 


CCT 


OCC 


ACA OOA AAA 


CCA 


AAT 


CAA 


ATO 


TOO 




llo 


llo 


«y» 


»ro 


olo 




























1771/373 


















ATO 




COA 


AOA 




toe 


OAC 


CAT 


CCT 


TTC 


TAT 














1*31/ 










CCC 






TOA 


AAT 


AAT 


OTC 


TOT 


OAA TAA TOT 




ACO 


TTO 






OAA 












1991/ 


















OTO 


TTT 


OAO 


AAT 


AAA TOA OTT 


AAT 


OCA AOC 


AAT 


CAA 


CTt 


CTC 



Die Sequenz ist abgeleitet von den klonierten ML-Genfragmenten "h" 
(Nucleotide 1 - 204), T (Nucleotide 205 - 909), V (Nucleotide 910 - 957), 
"a" (Nucleotide 958 - 1746) und Y (Nucleotide 1747 - 1923) 



FIG. 4c 
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Konstruktion des MLA-Expressionsvektors pT7-MLA 



s' ** tat rrc cos rtc *tc aog ctt err c» 3' 
Y"F R F I T L L R 

RML16 




Vlscum album Ml-Gen 



RML17 



Stop 6«T»4t 



3* CAT *CC CCT CTC CCC GOT ACA ATT ATC CCTXCC V 
M« S3 

V C G E R P S 



MY' ERIRLRVTHOTTOEEY 

, i „„, cju. ATC CCT CTC CCT CTT ACC CAC CAC ACC ACC OCT CAA ^T^tT^y? r 

5 - VCTACA «T *W W W ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ m ^ ^ ACTTAA . S. 



. ....T CTA TAC ATC 



RMU«(M**| 
M,1»|MM| 



PC* tor** 



OMA 



tain 



XM EooM 



=3 



HifMI Hit M • MA. 11 



It 



Cl«- LI 7(0.7 top) 
fA<k*»t«*«aapCfl* 



Eco«* 



Ampiifikation eines 
MLA-Fragments 





FIG. 5 
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Konstruktion des ML-B Expressions vektors pT7-MLB 



** CAT ATC CAT CAT CTT KCC TCC ACT CC J" 

M 0 0 V T C S A 



RM.2S 



e 




C ACC CAA GOG CAC OCT ACT ATT CCTA6C 
•nt 8343 

M W L P V P 



3 



i gCR ■ at Ms* 



Amplication eines 
MLB-Fragments 



M 1 2 





I 



r 




FIG. 6 
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Expression von rMLA und rMLB 



a.: Expression der rMLA-Kette 



SI 2 3 4 5 6 7 8 K «>■ S 1 2 345 678K 




SDS-PAGE Untersuchung von E. Immunologische Detektion von 

coli BL21/pT7-MLA Lysaten rML-A (Western Blot) 



b.: Expression der rMLB-Kette 



— 1 — 2 — 3 4 — 5— S — 7 — 8— fcC — — 3 — 1 — 2 — 3 — 4> — S — & 7 — 3 




SDS-PAGE Untersuchung von E. Immunologische Detektion von 

coli BL21/pT7-MLB Lysaten rML-B {Western Blot) 
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Isoelektrische Chromatofokussierung von rMLA 
and rMLB vs. MLA, MLB und ML-1 Holoprotem 
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Enzymatische Aktivitat von rMLA 
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Carbohydrat-Bindecharakteristik von rMLB 
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